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OZET

KAVUNDA (Cucumis melo L.) KULLEMEYE DAYANIKLILIK AMACIYLA
OLUSTURULAN RIL POPULASYONUNUN FARKLI MARKOR
SISTEMLERIYLE TARANMASI

Pmar AKKELLE
Yiiksek Lisans, Bahc¢e Bitkileri
Damisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Haziran 2018; 75 sayfa

Kiillemeye dayaniklilik amaciyla olusturulan RIL popiilasyona ait 138 genotip
tizerinde, ana-baba ebeveyn ile bireyler arasindaki genetik iliskiyi arastirmak amaciyla
ISSR, SRAP, SSR, TRAP ve SCAR markorleri kullanilmistir. 92 ISSR primerinden 12
adet polimorfik primer (14 polimorfik allel), 65 SRAP kombinasyonundan 9 polimorfik
primer kombinasyonu (11 polimorfik allel), 116 SSR primerinden 22 adet polimorfik
primer (44 polimorfik allel), 26 TRAP kombinasyonundan 5 polimorfik primer
kombinasyonu (5 polimorfik allel) ve 5 SCAR primerinden 1 polimorfik primer (2
polimorfik allel) elde edilmistir.

Analizler sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA yo6ntemiyle
kiimeleme analizleri yapilmis ve dendrogramlar elde edilmistir. SSR markor sisteminde
olusturulmus dendrogramda, popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta TK U3
(ana ebeveyn), ikinci grupta ise PMRG6 (baba ebeveyn) yer almistir. TRAP ve SRAP
markorlerinde de dendrogram iki farkli gruba ayrilmigtir. Ancak SSR markori bireyleri
daha net bir sekilde aywrmistir. ISSR ve SCAR markérleri ise TKU3 ve PMR6’y1
birbirinden ayrramamistir. Tiim markorler birlikte degerlendirildiginde, benzerlik
oranlart O ile 0,99 arasinda degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,82 olarak
bulunmustur. Markoérlerin birlikte degerlendirilmesi sonucunda popiilasyon genel olarak
iki gruba ayrilmistir. Birinci grupta hassas genotipler yer almis, birbirine en yakin
genotipler 0,98 genetik benzerlik oram1 H31 ile H32, H7, H8 ile H4, H5 ile H6
bulunmustur. Ikinci grupta ise dayamkli genotipler yer almis, 0,98 genetik benzerlik
oraniyla T56 ile T57 genotipleri birbirine en yakin bulunmustur. PMR6’ya en yakin
genotipin 0,95 genetik benzerlik orani ile Kiil 14-1 (dayanikli) oldugu tespit edilmistir.
Bu bulgulari, Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogram ve temel koordinat
analizi sonuglarida desteklemistir.

Arastirma sonuglarinda, SSR haricindeki markor sistemlerini tek basina
degerlendirmenin kiillemeye hassas ve dayanikli bireylerin tespit edilmesinde yeterli
olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle ileriki ¢calismalarda, daha net sonuglara ulagsabilmek
i¢in kodominant ve dominant markor sistemlerinin birlikte kullanilmasi1 6nerilmektedir.
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ABSTRACT

SCREENING MELON (Cucumis melo L.) RIL POPULATION ESTABLISHED
FOR RESISTANCE TO POWDERY MILDEW BY DIFFERENT MARKER
SYSTEMS

Pmmar AKKELLE
MSc Thesis in Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
June 2018; 75 pages

The ISSR, SRAP, SSR, TRAP and SCAR markers were used to investigate the
genetic relationship between parents as well as between parents and 138 genotypes of the
RIL population established for resistance to the powdery mildew. A total of 12
polymorphic primers (14 polymorphic alleles) from 92 ISSR primers, 9 polymorphic
primer combinations (11 polymorphic alleles) from 65 SRAP combinations, 22
polymorphic primers (44 polymorphic alleles) from 116 SSR primers, 5 polymorphic
primer combinations (5 polymorphic alleles) from 26 TRAP combinations and 1
polymorphic primer (2 polymorphic alleles) from 5 SCAR primers were obtained.

As a result of the analyses, clustering analyses were performed by UPGMA
method, using similarity index and dendrograms were obtained. In the dendrogram
created for the SSR marker system, the population was divided into two different groups,
as TKU3 (female parent) in the first group and PMR6 (male parent) in the second group.
For the TRAP and SRAP markers, the dendrograms were divided into two different
groups. However, the SSR marker clearly distinguished individuals. ISSR and SCAR
markers were not able to distinguish the differences between TKU3 and PMR6. When all
markers were evaluated together, the similarity ratios ranged from 0 to 0,99, and the
matrix correlation (r) was found to be 0,82. As a result of the markers evaluation together,
the population was generally divided into two groups. In the first group, susceptible
genotypes were included, and the closest genotypes were 0,98 genetically similar to H31,
H32, H7, H8 and H4, H5 and H6, while in the second group resistant genotypes were
included. T56 and T57 genotypes were found to be the closest to each other with a genetic
similarity ratio of 0,98. In the second group the closest genotype to PMR6 was found to
be Kiil 14-1 (resistant) with a genetic similarity rate of 0,95. These findings were
supported by the results of dendrogram and PCO obtained by Neighbour-Joining method.

In the results of the study, evaluating marker systems alone, except SSR, was not
sufficient to detect susceptible and resistant individuals. For this reason, it is
recommended that codominant and dominant marker systems should be used together to
obtain more accurate results in future studies.

KEYWORDS: Cucumis melo L., Melon, Molecular Markers, Polymorphism, Powdery
Mildew
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ONSOZ

Ulkemizde kiilleme hastaligma karst yerli dayanikli  kavun gesiti
bulunmamaktadir. Bu cesitlere olan ihtiya¢ hala yurtdisindan ithalat yoluyla temin
edilmektedir. Bu da tilkemizi disa bagimli hale getirmektedir. Bu soruna yonelik 1slah
calismalar1 yapilmaktadir. Ancak bu ¢alismalar hem zaman alici hem de zordur. Bu
calisma ile kavunda kiillemeye dayanikli bir popiilasyon olusturulmus ve markor
sistemleri ile tarama yapilarak dayaniklilikla ilgili bilgiler elde edilmistir. Bu bilgilerin
ileride yapilacak olan 1slah ¢aligmalarina ve bilim diinyasina katki saglayacagini umut
ediyorum.

Tez konumun belirlenmesinde beni yonlendiren, her asamasinda her zaman destek
olan, bu arastirma konusunda yiiksek lisans yapma imkani veren ve TUBITAK
projesinden burs almami saglayan, ¢ok degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. A. Naci
ONUS’a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin savunulmasindaki katkilarindan dolay1 degerli jiiri tiyeleri Sayin Prof.
Dr. A. Naci ONUS’a, Sayin Prof. Dr. Ersin POLAT’a ve Saym Dog. Dr. ilknur
SOLMAZ’a tesekkiirlerimi borg bilirim.

1160200 no’lu “PMR6 Kavununun RIL Populasyonunda Podosphera xhanthii
min 1, 2 ve 5 nolu Irklarina Dayanikliligin QTL Haritalamas1 ve Dayanimi Yiiksek Yerli
Cesitlerin Gelistirilmesi” adli proje dahilinde tezimin uygulamalarini gergeklestirme ve
burs imkani sagladigi icin TUBITAK a tesekkiirlerimi borg bilirim.

Tezimin uygulamalarin1 gercgeklestirdigZim BATEM’de, bana her zaman her
konuda yardimci olan ¢ok degerli hocam Sayin Dog. Dr. ilknur POLAT’a, labaratuvarda
bana her seyi dgreten lizerimde ¢cok emegi olan, sadece bilgisi ile degil hayat goriisii ile
de hep takdir ettigim, ornek aldigim canim ablam ¢ok degerli Saym Dr. Aytiil
KITAPCI’ya, calismalarimda desteklerini esirgemeyen Saymn Goérkem SULU’ye, tez
calismalarim esnasinda tanidigim, bana her zaman manevi destek olan, ¢ok sevdigim,
Ziraat Yiiksek Miihendisi Kiibra YILDIZ ve Ziraat Yiiksek Miihendisi Tuba SANSUR’a,
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarim sirasinda bana her zaman destek olan, hayattaki azmini hep
takdir ettigim, ¢ok sevdigim sevgili Arastirma Gorevlisi F. Burcu CELIKLI’ye
tessekiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca her zaman yanimda olan, egitmimi her zaman destekleyen,
basarilarimla gurur duyan, canim babam Orhan AKKELLE’ye, sevgili annem Ayse
AKKELLE’ye, ¢ok degerli Elektrik ve Elektronik Yiiksek Miihendis canim agabeyim
Hasan AKKELLE’ye ve hep destegini hissettigim sevgili nisanlim Ugur DEMIROZ’e
tesekkiirlerimi sunarim.
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Simgeler
bp : Base pair
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dk : Dakika
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GIRIS P. AKKELLE

1. GIRIS

Cucurbitaceae familyasina ait olan kavun (Cucumis melo L.), ¢esitli alt tiirleri
bulundurmasi ve ekonomik degerinden dolay1 6nemli bir tiirdiir. Kavunun, farkli cografik
orjinlerden tanimlanan yabani ve kiiltiire alinan bir¢ok tipi bulunmaktadir (Pitrat vd.
2000). Yapilan arastirmalarda kavunun orjiniyle ilgili degisik goriisler bildirilmistir.
Afrika bolgesinde, Cucumis cinsine giren yabani tiplerin oldukga fazla goriildiigii ve
kavunun orjinininde burasinin olabilecegi belirtilmistir. Ikincil gen merkezinin ise
Tirkiye’den Japonya’ya kadar uzanan Asya bolgesi olabilecegi belirtilmistir (Pitrat vd.
1999). Zhukovsky (1951) kavunun gen merkezinin Anadolu’da Van bdlgesi oldugunu ve
buradan diinyaya yayildigini kesfetmistir. Bir baska arastirmaci kavunun orjininin Iran,
Orta Asya, Afganistan, Giineybati Asya ve Kiigiik Asya (Anadolu) oldugunu bildirmistir
(Giinay 1993). Sensoy (2005) ise kavunun anavatanin Kore, Afrika, Asya, Giiney Afrika
ve Hindistan oldugunu vurgulayarak diinyaya bu bolgelerden yayildigini bildirmistir.

Kabakgiller iilkemizin sahip oldugu farkli cografi ve ekolojik 6zelliklerinden
dolay1 genetik kaynaklar agisindan ¢ok zengindir (Sar1 vd. 2008). Ulkemizdeki toplam
sebze Uretiminin %?28’ini kabakgiller karsilamaktadir. Cucurbitaceae familyasinda
karpuzdan sonra en fazla iiretim kavuna aittir. Ulkemizde kavun iiretimi, 774 bin dekarlik
ekili alanda 1,8 milyon ton olarak yapilmaktadir (Anonim 1). Sensoy (2005) tarafindan
bildirildigine gore; iilkemizde en ¢ok kavun yetistiriciliginin yapildig1 bolge i¢ Anadolu
Bolgesi (%41), bu bolgeyi sirasiyla Ege Bolgesi (%27), Gilineydogu Anadolu Bolgesi
(%15), Akdeniz Bolgesi (%7), Marmara Bolgesi (%5), Dogu Anadolu Bolgesi (%4) ve
Karadeniz Bolgesi (%]1) izlemektedir. Diinyada ise en fazla kavun {iretimine sahip iilke
Cin’dir. Tirkiye bunu ikinci sirada takip etmektedir (Anonim 2). Kavun iiretiminde,
Kuzey Afrika’da; Misir ve Fas, Bati Asya’da; Tiirkiye ve Iran, Avrupa’da; Fransa,
Ispanya ve Romanya énemli iilkelerdendir (Robinson ve Decker-Walters 1997).

Kavun da yiiksek diizeyde polimorfizm oldugu bir¢ok botanik¢i tarafindan
siniflandirma yapilarak belirlenmistir. Pangalo’nun (1929) yaptig1 siniflandirmaya gore
kavun, kiiltiir kavunlar1 (cultus) ve yabani kavun (agrestis) olarak iki biiyiik alt gruba
ayrilmistir (Stepansky vd. 1999). Jeffrey (1980) ise kavunu alt tiir seklinde ifade ederek:
subsp. melo ve subsp. agrestis olarak gruplandirmigtir. Pitrat vd. (2000) kavunlar
agrestis ve melo olarak alt gruplara ayirarak smiflandirmigtir. Cucumis melo subsp.
agrestis grubunun alt tiirleri: conomon, makuwa, chinensis, acidulus ve momordica’dir.
Cucumis melo subsp. melo grubunun alt tiirleri: cantalupensis, reticulatus, adana,
chandalak, ameri, inodorus, flexuosus, chate, tibish, dudaim ve chito’dur. Cantalupensis
ve inodorus kavun tiplerinin en fazla Akdeniz Ulkelerinde yetistirildigi bildirilmistir
(Schultheis vd. 2002). Bir bagka arastirmaci ise kavunu agronomik 6zellikleri bakimindan
subsp. agrestis ve subsp. melo olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. Subs. melo ise alt1 alt
gruba ayrilmistir. Bunlar:

1) cantalupensis (kantalop veya muskmelon)

2) inodorus (kislik kavunlar)

3) flexuosus (acur)

4) conomon (tursuluk kavunlar)

5) dudaim (kokulu cep kavunlari)

6) momordica (¢atlak kavunlar) seklindedir (Robinson ve Decker-Walters 1997).
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Farkl1 bitki tiirlerinde oldugu gibi Cucurbitaceae familyasi sebzelerinin iiretimini
sinirlandiran en 6nemli faktorler hastalik ve zararlilardir. Hastalik ve zararlilar, verim
miktarinin azalmasina, iiretilen iirlinlerde kalite kaybina ve bazi gesitlerin kaybolma
tehlikesi yasamasina neden olmaktadir (Yalgin-Mendi vd. 2007). Diinyada kavun
yetistiriciliginin yapildig1 bolgelerde en 6nemli sorunlardan birisi kiilleme hastaligidir.
(Robinson ve DeckerWalters 1997). Cucurbitaceae familyasi i¢in 6nemli olan kiilleme,
belirgin, yaygin ve kolay teshis edilen bir hastaliktir. Hastalifin belirtileri beyazimsi,
pudra benzeri ve hem yaprak ylizeyi hem de yaprak sap1 ve gdvde iizerinde, nadiren de
meyvede tozlu fungal gelisimi seklinde karakterize edilir (Zitter vd. 1996). Kavunda
kiilleme hastaligina Sphaerotheca fuliginea (Schlech.) Polacci ve Erysiphe
cichoracearum D.C. adli obligat funguslarin neden oldugu bildirilmistir (Agrios 1988).
Bu hastalik etmenleri sicak ve kuru havalarda enfekte olarak, hastaligin ileri asamalarinda
yapraklarin kahverengilesmesine ve 6liimiine sebep olmaktadir (Robinson ve Decker-
Walters 1997). Kabakgillerde kiilleme hastaliginin ana etmeni Podosphaera Xanthii’dir
(Perez-Garcia vd. 2009). TUBITAK 109G029 nolu “Tiirkiye F1 Hibrit Sebze Cesit ve
Nitelikli Hat Gelistirme Projesi” kapsaminda yiiriitiilen “Kavunda Kiillemeye Dayanikli
Nitelikli Hatlarin Gelistirilmesi” konulu ig paketinde yaygin olan etmenin Podosphaera
xanthii‘nin 5 nolu 1rkina ait oldugu belirlenmistir (Unlii vd. 2010).

Kiillemenin konroliinii saglamak icin ¢ok fazla arastirma yapilmaktadir. Ancak
hala bu etmenin biyolojisinin ana 6zellikleri bilinmemektedir. Hastaligin kontrolii i¢in
yeni fungusitler gelistirilmekte, fakat bu durum {reticiler i¢in kalict bir ¢6ziim
olmamaktadir (Perez-Garcia vd. 2009). Yapilan kimyasal miicadeleler hem ekonomik
degildir hem de fazla zaman almaktadir. Ayrica etmenin kimyasal kontroliinde ¢evreye
ve meyve dig yiizeyine zarar verilmektedir. Bu durumda iiriinlerin kalitesine olumsuz
yansimaktadir. Biitin bu nedenlerden dolayr hastaligin kontroliinde kimyasal
miicadeleyle birlikte dayanikli ¢esitler kullanmak en iyi ¢6ziim olarak diistiniilmektedir.
(Hosoya vd. 1999; Perez-Garcia vd. 2009)

Bitki 1slahgilari, molekiiler tekniklerin gelistirilmesine kadar, istenilen
karekterleri segmek icin klasik 1slah yontemleriyle ¢calismislardir. Ancak bu yontemleri
kullanmak bazi1 sorunlara sebep olabilmektedir. Molekiiler yontemlerin gelistirilmesi ise
olabilecek sorunlar1 azaltmaktadir (Tanksley vd. 1989). Giileg (2010), farkliliklar1t DNA
seviyesinde belirleyen ve calisilan genotiplerde elde edilmek istenen geni veya 6zelligi
belirlemek i¢in kullanilan markorleri, molekiiler markorler olarak tanimlamistir.
Molekiiler markorler, kantitatif ve kalitatif 6zelliklerin 1slahinda, genetik ve linkage
haritalamalarinda, seleksiyonda, g¢esit tanimlamasi ve korunmasinda, genotipler arasi
genetik uzakligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Bilgin ve Korkut 2005) Molekiiler
markorler yardimu ile, bitki gen kaynaklarinin DNA seviyesinde taranmasi saglanarak,
bitkiler genetik olarak incelenir ve bireyler arasindaki genetik iligkiler belirlenir. Bu
durum, fazla zaman ve emek isteyen 1slah ¢calismalarinda, kullanilacak olan popiilasyonun
genetik yapisinin bilinmesinde ve hedefe uygun materyal se¢iminde kolaylik
saglamaktadir (Sarikamis 2014).

Genetik haritalama ¢aligmalar1 genelde, double haploid hatlar, F2, ve geri melez
populasyonlariyla yapilmaktadir. F2 ve BC populasyonlari ile hizli bir sekilde gelistirilir
ancak DNA kullanimindan sonra bu populasyonlarla tekrar c¢alisilamaz. Bu sorunu
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¢ozmek i¢in de RIL populasyonu gelistirilmistir (Burr ve Burr 1991). RIL populasyonu,
F. bireylerinin defalarca kendilenerek ve tek tohum nesil (single seed descent) yontemi
ile olusturulur (Taylor 1978). RIL popiilasyonunda kendileme sonucu heterezigot
bireylerin  kaybedilmesiyle homozigotluga ulasilmakta ve dolayisiyla yeni
rekombinantlarin olusma sans1 azalmaktadir. Bu popiilasyonun en biiylik avantaji ¢ok
sayida birey elde edilebilmesi, farkli ¢cevre kosullarinda fenotiplerin gézlenebilmesi ve
calismalarin tekrarlanabilmesidir (Y1ldirim ve Kandemir 2004).

Bu calismada, kiillemeye dayaniklilik amaciyla olusturulan RIL populasyonu,
SRAP, SSR, ISSR, TRAP ve SCAR markor sistemleriyle taranmistir. RIL populasyonu;
TUBITAK 109G029 nolu projede yazlik hassas tip olan TKU3 ile, dayanikli PMR-6
genotipi melezinden gelistirilerek olusturulmustur. Calismanin amaci, populasyondaki
polimorfizmi belirleyerek, bireylerin ana-baba ebeveyn ile olan iliskilerini incelemektir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Bitkiler arasindaki akrabalik iliskilerini belirlemek ve 1slah ¢alismalarina yarar
saglayabilmek icin kullanilan markdrler, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olmak
tizere Ui¢ farkli gruba ayrilirlar (Akgiil 2012). Morfolojik markorler genetik olarak uzak
akraba olan bitki gruplarinda kullanilabilirken, yakin olan akraba gruplarinda etkin bir
sekilde kullanilamamaktadir. Biyokimyasal markdrler ise, molekiiler markdrlere gore
daha ekonomiktir. Ancak iiretilen biyokimyasal markdrlerin sayisi yeterli degildir
(Giilsen ve Mutlu 2005). Genomda bulunan bir gen bdlgesi veya gen bdolgesi ile ilgili
DNA parcasina molekiiler markdr denilmektedir. Molekiiler markor yontemleri DNA
molekiiliindeki polimorfik bolgelerin belirlenmesi ilkesine gore ¢alisir. Popiilasyonda
rastgale bir genin yada 6zelligin birden fazla hali bulunuyorsa, o gen veya fenotipik
Ozellik polimorfik olarak kabul edilmektedir. Polimorfizm, amino asit dizisi, DNA dizisi,
kromozomal yap1 veya fenotipik 6zellik varyantlar1 gibi birka¢ diizeyde goriilebilir.
(Yorgancilar vd. 2015). Sensoy (2005), iyi bir molekiiler markoriin; polimorfik,
tekrarlanabilir, tercihen kodominant kalitim gosteren, giivenilir, otomasyon sistemlerine
uygun, pratik ve ekonomik, ¢evre ve diger lokuslardan etkilenmemesi gerektigini ve ayni
zamanda markorlerin  parmakizi ¢alismalarinda, gen klonlanmasinda, genetik
haritalamada, markor yardimli seleksiyonda (MAS) ve molekiiler evrim ¢alismalarinda
kullanildigini bildirmistir (Akgiil 2012).

Bitkilerde genetik iliskileri ortaya c¢ikarmak icin kullanilan ilk DNA markorii
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)’dir. Ancak bu markdr yontemi
ekonomik ve hizli degildir. Bu durumda PCR’a dayali molekiiler markorlerin gelismesine
sebep olmustur (Tanskley vd.1989). Molekiiler markdrler, Hibridizasyona dayali ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonuna dayali markorler olmak tizere ikiye ayrilirlar. RFLP
hibridizasyona dayali markér tipidir. PCR’a dayali markorler ise; RAPD, AFLP, SSR ve
ISSR’dir. Bu markor yontemlerine ek olarak; SCAR, SRAP, ALP, STS, CAPS vardir
(Yorgancilar vd. 2015).

ISSR, okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid birimlerinin
lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini esas alan bir yontemdir
(Zietkiewicz vd. 1994; Gupta vd.1994). ISSR teknigi, RAPD teknigine benzemekle
birlikte, kullanilan primerlerin mikrosatellit bolgelerinden ¢ogaltilmis olmalari ve primer
baglanma sicakliklarinin yiiksek olmasi ile RAPD tekniginden ayrilir. ISSR teknigi
rastgele tekrarlanan DNA’lar1 kullanir ve primer kullanilarak yapilan DNA gii¢lendirmesi
yakin akraba olan topluluklar1 kolayca birbirinden ayirir (Levi vd. 2005). Bu markorlerin
uygulanmasi kolay, kullanimlar1 pratik ve primerleri daha uzundur. Bu nedenle ISSR
markdrleri giivenilirdir (Bornet ve Branchard 2001). ISSR primerleriyle ¢alismak hem
ekonomiktir hem de fazla zaman almadig1 i¢in zaman tasarrufu saglar (Yorgancilar vd.
2015).
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SSR, 1-10 (genellikle 3-6) baz cifti arasinda, kisa diziler halinde genomda rastgele
dagilmig tekrar dizileridir. SSR, son yillarda en fazla kullanilan mikrosatellit markor
teknigi olmustur. Genomda bol olmasi, yiiksek polimorfizm gostermesi, Mendel
kaliimina uygunlugu, kodominantlik ve farkli laboratuvarlarda tekrar iiretilebilir olmasi
gibi ozellikleri sayesinde bu markor teknigi ¢alismalarda daha ¢ok tercih edilmektedir
(Monforte vd. 2003; Fukino vd. 2008). Ancak SSR tekniginde, genomda tekrarlanan baz
dizilerinin belirlenmesi, bunlarin primer olarak kullanilmast 6n bir ¢alismay1
gerektirdiginden maliyet oldukga yiiksektir (Powell vd. 1996).

SRAP markorleri son donemlerde gelistirilmis yeni bir molekiiler markor
sistemidir. SRAP, iki primerden olusan bir kombinasyonla ¢alisma prensibine sahiptir.
Primerler 17-18 niikkleotitten meydana gelir ve bunlardan birisi forward, digeri ise reverse
primer olarak isimlendirilmektedir. Bu primerlerde 13-14 niikleotitten olusan bir ¢ekirdek
sekans kismi1 vardir. Bu kisimdan sonra 3 segici niikleotitten olusan béliim bulunmaktadir.
SRAP primerleri genomun fonksiyonel kisimlarini hedef aldigindan teorik olarak RAPD
ve AFLP gibi sistemlerden daha {istiindiir (Li ve Quiros 2001).

TRAP markorleri yine son zamanlarda Hu ve Vick (2003) tarafindan gelistirilmis
yeni molekiiler markor sistemlerindendir. Bu teknik, PCR temelli hedefteki aday gen
bolgeleri i¢in polimorfik markor iiretmek amaciyla, biyoinformatik araglarin ve EST veri
bankalarinin kullanilarak gerceklestigi hizli ve etkili bir yontemdir. TRAP teknigi,
spesifik gen dizilerine yonelik genetik markér {retiminde, germplazm genotip
karakterizasyonlarinda ve markdr yardimiyla islah calismalarinda agronomik agidan

onemli karakterlerle ilgili genetik markdrlerin iretilmesinde kullanilmaktadir (Hu vd.
2005).

SCAR, RAPD ve ISSR gibi markor 6zgiilligi diisiik olan markérlerin giicii, bu
tekniklerle elde edilen bantlarin jel tizerinden c¢ikarilarak, 3’ sonlarindaki DNA
zincirlerinin tespiti ve bunlarin daha uzun, dolayisiyla da daha spesifik primerler olarak
PCR reaksiyonlarinda kullanilmasi ile arttirilir (Paran ve Michelmore 1993). SCAR
markorlerinin ISSR ve RAPD makirlarina gore tekrarlanabilirligi fazladir. Bu markérler
genelde dominant markorler olmasina ragmen, bantlarin tek tek kisa niikleotid kesici
restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ile kodominant markorlere doniistiiriilebilir (Giilsen
ve Mutlu 2005).

CAPS, uygun primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmis DNA bélgelerinin kesim
enzimleriyle pargalanmasi esasina dayanir. CAPS markdrleri homozigot-heterozigot allel
ayrimini rahatlikla yapabilmektedir (Konieczny ve Ausubel 1993). Genetik haritalama,
molekiiler tanimlama caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Weiland ve Yu
2003).

Genetik farkliligin OSlgiisiinii belirlemede, molekiiler markorler etkili olarak
kullanilirlar. Fakat markdr bilgisi fizyolojik ve fenotipik karakterlerle iliskilendirilmedigi
stirece 1slahta kullanimi yeterli degildir (Tanksley 1983). Genetik markdrlerin en 6nemli
kullanim alam1 genetik haritalardir. Genetik haritalama yiiksek organizmalarin
genomlarinin kromozom olarak adlandirilan dogrusal (linear) iiniteler halinde organize
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olmasi ve taginmasi gerceginin tespit edilmesiyle miimkiin olmustur. Ayni1 kromozom
tizerindeki birbirine yakin genetik markdrlerin ebeveynlerden ddllere birlikte hareketi
veya genetik baglanti olayr kromozom boyunca bulunan markorlerin diziliminin
belirlenmesini saglamistir (Paterson 1996).

Molekiiler markdrlerin en etkili kullanildigr alan, karmasik kalitima sahip olan
birden ¢ok gen tarafindan idare edilen kantitatif karakterlerin (quantitative trait
locus=QTL) 1slahidir. Bitki boyu, ¢igeklenme zamani, kardeslenme, verim ve verim
unsurlari, kalite, baz1 hastalik ve zararlilara karsi dayaniklilik gibi birgok karakter
kantitatif olarak idare edilmektedir ve bitki 1slah1 caligmalar1 agisindan oldukga biiyiik
oneme sahiptirler. Kantitatif karakterlerin (QTL) birden fazla lokustaki genler tarafindan
idare edilmeleri, her bir lokusun etki derecesinin farkli olmasi ve ¢evre sartlarindan fazla
etkilenmeleri nedeniyle klasik metodlarla 1slah c¢alismalarinda belirlenmeleri ve
aktarilmalari oldukc¢a zor ve uzun yillar gerektiren bir ugrastir. Oysa molekiiler markorler
ile yapilan detayli genetik haritalar sayesinde 6zellikle katlanmis haploid ve rekombinant
kendilenmis hatlar gibi homozigot populasyonlarin farkli ¢evre sartlarinda yetistirilmeleri
sonucu her bir lokusun etki derecesi belirlenebilmis ve lokuslarin muhtemel yerleri
kromozomlar iizerinde tespit edilmistir (Paterson vd. 1988; Lander ve Botstein 1989).

Kiilleme hastaligi etmeninin, yayildigi bolgelerde iki farkli tiirii oldugu
belirtilmistir. Bunlar; Podosphaera xanthii (Sphaerotheca fuliginea Schlech ex Fr. Poll.)
ve Golovinomyces cichoracearum (Erysiphe cichoracearum DC ex Merat)’dir (Sowell
1982; McCreight vd. 1987; Cohen vd. 1993; Epinat vd. 1993; Kristkovd vd. 2004).
Kavunda yapilan ¢aligmalarda bugiine kadar Podosphaera xanthii’nin 5 rk1 (0, 1, 2, 3 ve
5), Golovinomyces cichoracearum’un ise 2 irkinin (0 ve 1) oldugu bildirilmistir (Bardin
vd. 1999).

Yapilan ¢aligmalara gore, kavunda kiillemeye (Podosphaera xanthii) dayaniklilik,
iki bagimsiz gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerden birisi dominant, digeri ise
resesiftir ve dominant-resesif epistasi vardir (Yuste-Lisbona vd. 2010). Bugiine kadar
farkli dayaniklilik kaynaklar1 ve populasyonlar kullanilarak haritalama ¢alismalari
yapilmistir (Pitrat vd. 1991; Périn vd. 2002; Perchepied vd. 2005; Fukino vd. 2008;
Yuste-Lisbona vd. 2011; Beraldo-Hoischen vd. 2012). Kavunda kiilleme hastaliginda,
dayaniklilik genine en yakin markor dominant gen {izerinde 1,9 cM mesafede, TGR 1551
(?) x Bola de Ora (&) melezlemesinden elde edilen F23 populasyonunu kullanarak elde
edilmistir (Yuste-Lisbona vd. 2011). Beraldo-Hoischen vd. (2012) ayni ebeveynlerin
kullanilmasiyla elde edien RIL populasyonunu kullanarak, resisif gen iizerindeki
dayaniklik i¢cin QTL c¢alismas1 yapmislardir.

Katzir vd. (1996), 8 kavun, 11 hiyar, 5 yazlik kabak, 3 karpuz ve 1 kislik kabak
¢esidinden olusan degisik Cucurbitaceae tiirlerindeki polimorfizmi, 5 kavun ve 2 hiyar
SSR primeri ile aragtirmistir. Yapilan analizler sonucunda 7 SSR’dan besinin kavun
genotipleri arasinda, dordiiniin ise hiyar genotipleri arasinda polimorfizm gosterdigi ve
genetik ¢esitlilik oranlarinin sirasiyla 0,53-0,75 ile 0,18-0,64 oldugu bulunmustur.

Danin-Poleg vd. (1998), kavunlarda ISSR markdr tekniginde polimorfizmi
arastirmak tizere 7 kavun genotipinde (Pl 414723, 'Dulce’, 'Freeman's Cucumber’, 'Boy
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Yizre'el', 'Galia', 'Arava’ and 'C8') 42 adet ISSR primeri kullanmigtir. Analizler sonucunda
26 ISSR primerinden %62 oraninda polimorfizm elde edilirken, 8 tanesi monomorfik, 8
tanesinden ise amplifikasyon saglanamamistir. Arastiricilar, 'Galia’, 'Arava’ ve 'C8'
genotiplerinin birbirinden agikga ayirt edildigini ve ISSR markdr tekniginin kavunda son
derece bilgilendirici oldugunu bildirmektedir.

Garcia vd. (1998), 7 kavun ¢esidine ait 32 hat arasindaki genetik iligkileri
belirlemek i¢cin RAPD markérleri ve agronomik 6zellikleri kullanmiglardir. Calismada
kullanilan 1slah hatlarinin ¢ogunu, yeni hibrid kombinasyonlar1 gelistirmek i¢in hala 1slah
programlarinda kullanilan Galia ve Piel de Sapo genotipleri olusturmustur. Genetik
uzaklik hesaplanmasi ve kiimeleme analizleri i¢in 43 primerden toplam 115 gilivenilir
bant skorlanmis ve 24 agronomik 6zellik kaydedilmistir. Hatlar aras1 genetik iligkiler
degerlendiginde, agronomik 6zellikler ve RAPD arasinda uyum oldugu belirlenmistir.

Kavunda 5 k1 (0, 1, 2, 3 ve 5) olan Sphaerotheca fuliginea (Schlech.) Polacci ve
2 k1 (0 ve 1) olan Erysiphe cichoracearum D.C. ile yapilan bir ¢alismada, duyarl
Vedrantis ve dayanikli PI 124112 kavun gesitlerinden elde edilen 64 rekombinant saf hat
tizerinde S. fuligena 1., 2., 4. ve 5. wrklar1 ile E. cichoracearum 1. ki kullanilarak,
kiillemeye dayanikliligin genetik analizi yapilmistir (Bardin vd.1999).

Stepansky vd. (1999), 23 iilkeye ait 54 kavun genotipini, morfolojik (vegetatif,
cicek ve meyve Ozellikleri) ve molekiiler (ISSR ve RAPD) 6zellikleri bakimindan
incelemislerdir. Molekiiler tekniklerde kullanilan 14 RAPD primerden elde edilen 44
markor ve 9 ISSR primerden elde edilen 42 markor, cesit ayrimlastirmasinda benzer
sonuclar vermistir. Ayrica morfolojik ve molekiiler markorlerden elde edilen sonuglar
benzerlik gostermis; tatli kantalop ve inodorus ¢esitleri, diger tatsiz ¢esitlerden farkli bir
grup olusturmuslardir.

Staub vd. (2000), RAPD ve SSR primerlerini, C. melo L. subsp. melo
(Cantalupensis, Inodorus) ve subsp. agrestis (Conomon, Flexuosus) grubuna ait 46
kavunun akrabalik iligkilerini belirlemek amaciyla kullanmistir. Genetik uzakliklarin
hesaplamak i¢in, 135 RAPD bandi ve 54 SSR band: arasinda tespit edilen farklardan
yararlanmiglardir. Bu belirtegler kullanilarak belirlenen genetik iliskiler genellikle
benzerdir. RAPD markor analizinin sonuglari, 80 isaretleyici bandin genetik varyasyonu
degerlendirmek i¢in yeterli oldugunu gostermektedir.

Danin-Poleg vd. (2001), kabakgil tiirlerinden gelistirilmis olan 61 tane SSR
belirtecin, 40 tanesiyle, 13 adet kavun ve 11 adet hiyar gesitleri arasindaki uzunluk
farkliliklarint arastirmislardir. Kavun genotipleri arasinda 6 allel, hiyar genotipleri
arasinda 5 allel elde edilmistir. Genetik ¢esitlilik oran1 kavunda 0,52, hiyarda ise 0,28
olarak bulunmugstur. Bu SSR’lar, egzotik ve tatli kavun gruplar arasindaki farki net
sekilde belirlemis ve ayrica hiyarda iki alt tiir olan C. sativus var. sativus ve C. sativus
var. hardwickii birbirlerinden ayirabildigini bildirmiglerdir.

Li ve Quiros (2001), SRAP markar sistemini gelistirerek ilk defa lahana bitkisinde
(Brassica oleracea L.) rekombinant saf hatlardan ve dihaploid hatlardan olusan bir
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populasyonda uygulamigtir. Yapilan sekans analizlerinde elde edilen markorlerin %
20’sinin kodominant oldugu ve en uygun SRAP primerinin 17-18 bp uzunlugunda olmasi
gerektigi bildirilmistir.

Fuzhong vd. (2002) RAPD ve ISSR markor teknikleri ile 37 kavun {izerinde
genetik cesitliligi arastirmiglardir. 21 RAPD primerinden 106 polimorfik bant ve %58
polimorfizm orani elde edilmistir. RAPD primerlerinin PIC degeri ise 0,47 olarak
bulunmustur. 10 ISSR primerinden ise 73 polimorfik bant ve %65 polimorfizm orani elde
edilmistir. ISSR markdriiniin PIC degeri ise 0,53 olarak bulunmustur. Yapilan kiimeleme
analizleri sonucunda kavunlarin kiiltiir ve yabani kavun olarak iki ana gruba ayrildig:
bildirimistir. Sonu¢ olarak RAPD ve ISSR markor tekniklerinin kavun gen
kaynaklarindaki genetik ¢esitliligi arastirmak icin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Ferriol vd. (2003), Ispanya’nin yerel genotiplerinden olusan Cucurbita pepo’ya
ait 69 genotipi morfolojik ve molekiiler olarak degerlendirmislerdir. Molekiiler
caligmalarada SRAP ve AFLP markorlerini kullanmiglardir. Yapilan analizler sonucunda
11 SRAP primer kombinasyonundan 88 adet bant iiretilmis ve 64’iiniin polimorfik oldugu
tespit edilmistir. Sonuglarda, SRAP markoérlerinden AFLP’ye gore morfolojik ¢esitlilikle
daha uyumlu bilgilere ulasildig: bildirilmistir.

Monforte vd. (2003), kavunda genetik cesitliligi tespit etmek amaciyla SSR
markorii kullanmislardir. Yabani ve kiltiir formlarini i¢inde bulunduruan 27 adet
Cucumis melo L. ele alinarak aralarindaki akrabalik durumlarint ve genetik farkliligini
belirlemek amaciyla 18 SSR primeri kullanilmistir. Yapilan analizlerde SSR'larin
oldukca polimorfik oldugu, toplam 114 allel tespit edildigi ve lokus basina ortalama 6,3
allel diistiigli tespit edilmistir. Kiimeleme analizleri sonucunda iki ana grup olusmustur.
Gruplarin Cucumis melo’nun iki alt tiirii (agrestis ve melo) ile uyumlu oldugu
bulunmustur.

Cohen vd. (2004) Podosphaera xanthii’'nin fizyolojik irklarimi tanimlamaya
calismiglar. Patojenin 8 1rkint Amerika, Afrika, Avrupa ve Akdeniz kiyilarinda
tanimlamislar, 4 yeni irkini ise Japonya’da kavun yetistirilen sera alanlarinda rapor
etmislerdir. Bitkilerin kiillemeye cevap vermesinin 151k yogunlugu, sicaklik ve nem gibi
cevresel faktorler ile bitkinin beslenme durumu ve yast ile dogrudan ilgili oldugunu da
belirtmislerdir.

Kavunda kiillemeye kismi dayanim ile mildiydye tam dayaniklilikla ilgili QTL
haritasinin olusturuldugu calismada, rekombinant 1slah hatlar1 kullanilarak farkli
molekiiler markdrler ile dogal ve yapay inokiilasyon testlemeleri degerlendirilmistir.
Pseudoperonospora cubensis’in dayanikliligina iliskin bir major QTL belirlenmis ve bu
fenotipik varyasyonun %12 ile %38’ni aciklayabilmistir. Bunun disinda bu etmene
dayaniklilikla ilgili 8 QTL daha tamimlanmigtir. Podosphaera xanthii’nin 4 irkina
dayaniklilikla iligkili 2 bagimsiz major gen (PmV. ve PmXILI) tanimlanmistir
(Perchepied vd. 2005).
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Gonzalo vd. (2005), SSR primerlerini kavunda haritalama (merging linkage map)
calismasinda kullanmiglardir. 118 SSR primeri, genomik kiitiiphaneler, EST ve EST-
SSR’lar incelenerek belirlenmistir. SSR markdrii haritalama calismasinda ¢ok basarili
bulmuslardir. Baska bir haritalama ¢alismasinda da, genomik kiitiiphaneler, EST ve EST-
SSR’lar dikkate alinarak 158 SSR primeri kullanilmistir (Fernandez-Silva vd. 2008).

Sestili vd. (2008), Italyan’nin farkli bolgelerinden toplanmis inodorus kavun
genotiplerinde farklilik olup olmadigini belirlemek amaciyla 18 SSR primeri ve 90 ISSR
primeri kullanmistir. Kullanilan 90 ISSR primerinden 39 tanesinde 358 polimorfik bant
goriilmiistiir. {lk SSR analizi, yiiksek diizeyde polimorfizm ortaya ¢ikarmis ve bu nedenle
molekiiler markérlerin, Italyan inodorus popiilasyonlar1 arasindaki genetik iliskiyi
incelemek i¢in yararl oldugunu tespit edilmistir. Hadia vd. (2008) benzer bir sekilde,
Cucurbita (C. pepo, C. moschata ve C. maxima) tiirlerine ait 14 genotipin arasinda
bulunan genetik akrabalig belirlemek amaciyla RAPD ve ISSR primerlerini kullanmistir.

Fabriki Ourang vd. (2009) iran’im farkli bélgelerinden toplanan 54 kavun genotipi
tizerinde ISSR primerleriyle genetik ¢esitlilik calismast yapmistir. Calismada kullanilan
11 ISSR primeri sonucunda, 84 banttan 63 adet polimorfik bant elde edilmistir. UPGMA
yontemiyle yapilan kiimeleme analizleri sonucunda, genetik uzaklik (Jaccard katsayisi)
ortalama 0,74, PIC degeri ise 0,84 olarak bulunmustur. Arastiricilar (AC)sG primerinin
en yiiksek PIC degerine (0,92) sahip oldugunu ve ileriki ¢caligmalarda kullanilabilecegini
bildirmistir.

Fukino vd. (2010), SSR markoérlerini kullanarak, kiillemeye dayaniklilikta etkili
olan QTL’leri belirlemek amaciyla, hiyar genetik haritasiyla kavun genetik haritasi
izerinde karsilastirma yapmisglardir.

Liu vd. (2010), SRAP markorii kullanarak, kiillemeye dayaniklilik {izerine
calisma yapmuslardir. F2 populasyonunu kullanarak yaptiklari calismada, P. xanthii irk 1
icin, Pm-8 geninin tespit edildigini, markor yardimli seleksiyon (MAS) yaparak 1slah
calismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Yildiz (2010) havuglarda antosiyanin sentezlenmesini etkileyen genlerin
biyosenteziyle mor ve sari renkleri veren P1 ve Y2 genlerinin haritalama ¢alismasini SSR,
AFLP, SNP ve SCAR markor tekniklerini kullanarak yapmistir. Calismada “P1173687 x
B10138” ve “P1173687 x B493” melezlemeleri yapilmis ve olusturulan F2
populasyonundan 72 birey kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda baglanti gruplari
icin toplam 312 markor (%82,7 AFLP, %13,5 SSR, %2,6 SNP ve %0,6 SCAR)
kullanildig1 bildirilmistir. Sonuglarda olusturulan haritanin toplam uzunlugunun 2389 cM
ve markorler aras1t mesafenin 7,6 ¢M oldugu bulunmustur.

Yildiz vd. (2011) Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan 63 adet kavun
genotipi ile 19 adet yabanci kavun genotipi arasindaki genetik iliskiyi belirlemek
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amaciyla ISSR, SRAP ve RAPD primerlerini kullanmistir. Kullanilan primerlerden
toplam 162 polimorfik bant elde edilmistir (69 ISSR, 18 SRAP ve 75 RAPD). Yapilan
analizler sonucunda, Giineydogu Anadolu kavun genotipleri ile indorus ve cantalupensis
gruplar1 birbirinden belirgin bir farkla ayrilmistir. Tiirkiye kavun genotipleri arasinda
polimorfik bant yilizdesinin %90,7, yabanci kavun genotiplerinin ise %87,6 bulundugu
bildirilmistir.

Kagar vd. (2012) SSR primerleri kullanarak Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
toplanan 81 genotip ve Fransa’dan temin edilen 15 genotiple toplamda 96 genotip
tizerinde genetik ¢esitlilik ¢aligmasi yapmislardir. Calismada 20 tane polimorfik SSR’dan
123 allel elde edilmis ve primer basina diigsen ortalama polimorfik allel sayis1 6,15 olarak
bulunmustur. UPGMA yoOntemiyle yapilan kiimeleme analizleri sonucunda genetik
benzerlik oram1 0,22 ile 1 arasindadir. Sonuglarda Tiirkiye’nin kavun genotipleri
arasindaki genetik cesitlilik oran1 daha yiliksek bulunmustur.

TRAP markorler, kavunda kiillemeye dayaniklilik genlerinin haritalanmasinda, P
414723 x Vendrantis melezlemesinden elde ettikleri 87 adet bireyden olusan F
populasyonunu kullanarak AFLP ve TRAP markorlerden yararlanmiglardir. TRAP
markorlerden daha fazla polimorfizm elde edilmistir (Fazza vd. 2013).

Henane vd. (2015), bes adet Tunus kavun (Cucumis melo L.) ¢esiti (Maazoun,
Galaoui, Stambouli, Trabelsi, Asliile) ile Tunus Ulusal Tarim Arastirma Enstitiisii
tarafindan segilen “fakous” (Cucumis melo var. flexuosus) un genetik gesitliligini on iki
mikrosatellit markor kullanarak incelemistir. Kullanilan 12 SSR primer ¢iftinden 11
tanesi polimorfik bulunmus ve polimorfizm orani 0,43 ile 0,92 degerleri arasindadir.
Yapilan analizlerde, yiiksek orandaki polimorfizm, kavun gesitleri ve “fakous”’un dnemli
bir ¢esitlilik havuzu olusturdugunu gostermistir. Kiimeleme analizleri sonucunda ¢esitler
iki farkli gruba ayrilmis ve “fakous” diger c¢esitlerden net bir sekilde ayrildig:
gorilmiistiir.

Solmaz vd. (2016) Tirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan acur (Cucumis
melo L. subsp. melo flexuosus Group) genotipleri ile Fransa'daki Diinya Kavun Gen
Bankasi'ndan elde edilen genotipler arasindaki genetik ¢esitliligi 13 SSR markori
kullanarak incelemistir. Toplamda 69 allel tespit edilmis ve markdrlerinin polimorfizm
orani 0,19 ile 0,57 arasinda degigsmektedir. Yapilan kiimeleme analizleri sonucunda, iki
ana grup tanimlanmig ve genotipler arasinda oldukga yiiksek genetik ¢esitlilik tespit
edilmistir. Buna ragmen, acur genotipleri ve Diinya Kavun Gen Bankasi'ndan elde edilen
genotipler birlikte gruplandirilmistir.

10
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, BATEM tarafindan yiiriitiilen, TUBITAK tarafindan desteklenen
1160200 no’lu “PMR6 Kavununun RIL Populasyonunda Podosphera xhanthii 'nin 1, 2
ve 5 nolu Irklarma Dayanikliligin QTL Haritalamasi ve Dayanimi Yiiksek Yerli
Cesitlerin Gelistirilmesi” adl1 proje dahilinde, BATEM Bitki Sagligi Boliimii Molekiiler
Laboratuvar’inda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak, BATEM Sebzecilik ve Siis Bitkileri Boliimii
tarafindan gelistirilen RIL popiilasyonuna ait 138 genotip kullanimistir. RIL
popiilasyonu, kiillemeye hassas TKU3 ile, kiillemeye dayamkli PMR6 genotipi
melezinden gelistirilerek olusturulmustur. TKU3, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitlisti Kavun Islah Programi’nda gelistirilen yazlik tipte kavun hattidir. Pomolojik
ozellikleri, iilkemiz i¢in istiin 6zelliklere sahip olmakla beraber kiillemeye oldukca
hassastir. PMR6, Malaga-ispanya’ da bulunan "La Mayora" arastirma merkezinden temin
edilen 1rk ayirici gesitlerden birisidir. PMR6, Podosphaera xanthii’nin 1, 2 ve 5 irklarina
dayaniklidir (Unlii vd. 2010).

Populasyondaki bireylerin Podosphaera xanthii irk 5’e karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesi, BATEM Sebzecilik ve Siis Bitkileri Boliimii tarafindan Unlii ve Unlii
(2012)’niin buldugu klasik test metodu kullanilarak yapilmistir. Metoda gore; kavun
fidelerine, 3-4 gergek yaprakli oldugu donemde, kiilleme sporlari igeren sivi siispansiyon
(5x10° spor/ml) yapraklarin {ist kisimlara sprey seklinde piiskiirtiilerek inokulasyon
saglanmigtir. Testlenen bitkiler ortalama 26°C sicaklikta ve %60 nemde kompartman
ortaminda inkiibasyona birakilmistir. Degerlendirmeler, 15. giiniin sonunda tamamlanmis
ve testleme sonuclar1 Yuste-Lisbona vd. (2010)’un kullanmis oldugu asagida verilen 1-4
skalasina gore yapilmistir.

1-sporulasyon yok
2-zay1f sporulasyon
3-orta sporulasyon
4-yogun sporulasyon

Sporlanma 6l¢iim ¢ubugu 1 cm olarak alinmig, buna gore, skala degeri 1 ve 2 olanlar
dayanikli, 3 ve 4 olanlar ise duyarli olarak siniflandirilmistir. Calismada kullanilan
genotipler ve skala degerleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan genotiplerin 1-4 skala degerleri

DNA No Hat No Skala I DNA No Hat No Skala DNA No Hat No Skala
1 Tl T T59 1 93 TF88 3
2 T2 1 I 48 T60 1 94 PMR6 & 1

11
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Cizelge 3.1’in devami

3 T3 1 49 T61/1 1 95 H1 4
4 T4 1 50 T62 3 96 H2 4
5 T5 4 51 T63 2 97 H3 4
6 T6 3 52 T64 2 98 H4 4
7 T7 2 53 T65/1 4 99 H5 4
8 T8 2 54 T66 1 100 H6 4
9 T9 3 55 T67 1 101 H7 4
10 T10 1 56 T68/1 1 102 H8 4
11 T11 1 57 T69 1 103 H9 3
12 T12 4 58 T70 2 104 H10 4
13 T13 1 59 T71 2 105 H11 3
14 T16 1 60 T72 1 106 H12 4
15 T18 1 61 T73 1 107 H13 4
16 T20 1 62 T74 1 108 H16 4
17 T21 2 63 T75 1 109 H17 4
18 T22 2 64 T76 1 110 H18 4
19 T23 1 65 T77 1 111 H19 4
20 T24 1 66 T78 2 112 H20 4
21 T25 1 67 T79 1 113 H21 4
22 T26 2 68 T80 1 114 H22 4
23 T27 2 69 T81 4 115 H24 4
24 T28 1 70 T82 1 116 H26 3
25 T29 1 71 T83 1 117 H27 4
26 T30 1 72 T84 1 118 H28 4
27 T31 1 73 T85 2 119 H29 4
28 T32 1 74 T86 1 120 H30 4
29 T33 1 75 T87 2 121 H31 4
30 T34 1 76 T88 1 122 H32 4
31 T36 1 77 T88/1 1 123 H33 3
32 T39 3 78 T89 1 124 H34 4
33 T40 1 79 T91 3 125 H36 4
34 T41 1 80 T92 1 126 H37 4
35 T42/2 1 81 TKU3 @ 4 127 H38 4
36 T44 2 82 Kiil 1-7 1 128 H39 4
37 T45 3 83 Kiil 1-9 1 129 H40 4
38 T46 4 84 Kiil 6-6 1 130 H42 4
39 T47 3 85 Kiil 10-1 2 131 H43 3
40 T49 3 86 Kiil 11-4 1 132 T11 4
41 T51 3 87 Kiil 11-9 1 133 T13 3
42 T52 3 88 Kiil 12-4 1 134 T33 4
43 T54 3 89 Kiil 13-1 1 135 T37 3
44 T55 3 90 Kiil 14-1 1 136 T46 4
45 T56 1 91 TF 37 2 137 T55 4
46 T57 1 92 TF 29 2 138 T65 3
3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, BATEM Sebzecilik ve Siis Bitkileri Boliimii aragtirma seralarinda
138 genotipin tohumlar1 viyollere ekilmis ve bitkinin bilylime noktasina yakin taze
yapraklarindan Ornekler alinmistir (Sekil 3.1). Alinan Ornekler bir giin sonrasinda
izolasyon yapmak icin 4 °C’de saklanmistir.

12
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Sekil 3.1. Viyollerde DNA izolasyonu i¢in yetistirilen genotipler

Genomik DNA izolasyonu, Doyle ve Doyle (1990)’nin CTAB yontemine gore
bazi optimizasyonlar yapilarak BATEM Bitki Saghg Bolimii  Molekiiler
Laboratuvar’inda gerceklestirilmistir.

DNA izolasyon agamalart:

1. Her 6rnek igin, 0,1 gr taze yaprak bilye yardimiyla TissueLyser II (Qiagen)
kullanilarak ezildikten sonra 0.2 ml CTAB ekstraksiyon ¢ozeltisi [ 1,4 M of NaCl,
20 mM of EDTA, 100 mM of TrissHCL (pH 8), 2% CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide), 1,2 ul of beta-mercaptoethanol ve
PVP (polyvinylpyrrolidone)] eklenmistir.

1 dk Vortex yapilmustir.

-20 °C’ de 30 dk bekletilmistir.

Buzluktan alinip 1 dk daha Vortex yapilmustir.

65 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Her 5 dK tiipler alt iist edilmistir.

10.000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilmistir.

S1v1 kistmdan 650 pl alinip, yeni epondorf tiipe aktarilmistir.

Uzerine esit hacimde (650 ul) 24: 1 oraninda hazirlanmis olan kloroform:

NG WDN

isonoml alkol’den eklenip tiipler alt {ist edilmistir.
9. 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
10. 500 pl supernatant alinip ve yeni tiipe aktarilmistir.
11. Uzerine 350 ul isoproponal eklenip (soguk), pipetaj yapilmistir.
12. 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
13. Dipteki pelete dikkat edilerek sivi1 kisim dokiilmiistiir.
14. Pelet %70’lik alkol ile yikanmustir.
15. 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
16. Stv1 kisim dokiiliip tlipler kurumaya birakilmistir.

13



MATERYAL VE METOT P. AKKELLE

17. Pelet 50 ul 20 mM Tris HCL (ph:8) soliisyonu ile ¢ozdiiriilmiis ve -20 °C’de
saklanmistir.

(d) (€) ()

Sekil 3.2. a) TissueLyser II (Qiagen) kullanilarak 6rneklerin ezilmesi; b) Vortex islemi;
¢) Orneklerin inkiibe edilmesi; d) Santrifiij islemi; &) Orneklere alkol eklenmesi; f) Peletin
kurutulmasi islemi

3.2.2. DNA’nin saflik ve miktarinin belirlenmesi

Elde edilen genomik DNA ornekleri, Thermo Scientific Multiskan GO
spektrofotometre kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 3.4). 260 nm, 280 nm ve 230 nm’de
Olclimler yapilarak DNA’nin kalitesi ve miktart analiz edilmistir. DNA miktarlart 50
nanogram/mikrolitre olacak sekilde ayarlanmaya c¢alisiimistir. Izole edilen DNA’lar
%1°lik agaroz jelde yritiilerek goriintiilerine bakilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen 6rnekler
-20 °C'de saklanmustir.

14
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Sekil 3.3. Baz1 genotiplerden elde edilen DNA’larin jel iizerinde goriiniimii

| Eh

Sekil 3.4. DNA’nin kalitesini ve miktarini belirleyen spektrofotometre aleti

3.2.3. PCR ¢alismalari

Bu ¢alismada toplam 304 primer kullanilmis ve ana ebeveyn- baba ebeveynya
gore polimorfik olan primerler dikkate alinmistir. Kullanilan markor teknikleri ve sayilari

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan markdrler ve sayilart

Markor
sistemi

Toplam kullanilan
primer
/kombinasyon
sayisi

Polimorfik
primer

Monomorfik
primer

Amplifikasyon elde
edilemeyen
primerler

Polimorfik bant
sayis1

15
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Cizelge 3.2°nin devami

ISSR 92 12 53 27 14
SRAP 65 9 43 13 11
SSR 116 22 86 8 44
TRAP 26 5 21 0 5
SCAR 5 1 3 1 2
Toplam 304 49 206 49 76

3.2.3.1. ISSR analizleri

Calismada toplam 92 adet ISSR primeri (Danin-Poleg vd. 2002; Levi vd. 2005;
Yeboah vd. 2007; Parvathaneni vd. 2011) kullanilmistir (Cizelge 3.3). Calismada
kullanilan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.3. ISSR primerleri ve baz dizilimleri

No | Primerin Baz dizilimi No | Primerin Baz dizilimi
ad1 ad1
1 112 AGA GGG CAC A 15 | 813 CTC TCT CTC TCT CTC TT
2 731 CCC ACACCAC 16 | 814 CTC TCT CTC TCT CTC TA
3 801 | ATATATATATATATATT | 17 | 815 CTC TCT CTC TCT CTC TG
4 802 | ATATATATATATATATG | 18 | 816 CAC ACA CAC ACA CAC AT
5 803 | ATATATATATATATATC | 19 | 817 CAC ACA CAC ACA CAC AA
6 804 | TATATATATATATATAA | 20 | 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG
7 805 | TATATATATATATATAC | 21 | 819 GTG TGT GTG TGT GTG TA
8 806 | TATATATATATATATAG | 22 | 823 TCT CTC TCT CTC TCT CC
9 807 | AGA GAG AGA GAGAGAGT | 23 | 825 ACA CAC ACA CAC ACA CT
10 | 808 | AGAGAGAGAGAGAGAGC | 24 | 826 ACA CAC ACA CAC ACA CC
11 | 809 | AGAGAGAGAGAGAGAGG | 25 | 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
12 | 810 | GAGAGAGAGAGAGAGAT | 26 | 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC
13 | 811 | GAGAGAGAGAGAGAGAC | 27 | 830 TGT GTG TGT GTG TGT GG
14 812 GAG AGA GAG AGAGAGAA | 28 831 ATA TAT ATATAT ATATYA
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Cizelge 3.3’lin devami

Primerin

Primerin

No ads Baz dizilimi No ads Baz dizilimi

29 832 ATATAT ATATAT ATATYC 53 858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT
30 833 ATATAT ATATAT ATATYG 54 859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC
31 834 AGA GAG AGA GAG AGAGYT | 55 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA
32 835 AGA GAG AGAG AGAGAGYC | 56 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
33 837 TAT ATATAT ATATAT ART 57 862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC
34 838 TAT ATATAT ATATAT ARC 58 863 AGT AGT AGT AGT AGT AGT
35 839 TAT ATATAT ATATAT ARG 59 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG
36 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC | 60 865 CCG CCG CCG CCG CCG CCG
37 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG | 61 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC
38 843 CTC TCT CTC TCT CTC TRA 62 867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC
39 844 CTCTCTCTC TCT CTC TRC 63 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
40 845 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 64 869 GTTGTTGTTGTTGTT GTT
41 846 CAC ACA CAC ACACACART | 65 870 TGC TGC TGC TGC TGC TGC
42 847 CAC ACA CAC ACACAC ARC 66 872 GAT AGATAG ATAGAT A
43 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 67 873 GAC AGA CAG ACAGACA
44 849 GTGTGT GTG TGT GTG TYA 68 874 CCCTCCCTCCCTCCCT
45 850 GTG TGT GTG TGT GTG TYC 69 875 CTAGCT ACGTAGCTAG
46 851 GTGTGT GTG TGT GTG TYG 70 876 GAT AGATAGACAGACA
47 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA 71 878 GGATGG ATG GAT GGAT
48 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT 72 879 CTTCACTTC ACTTCA

49 854 TCT CTC TCT CTC TCT CRG 73 880 GGA GAG GAG AGG AGA
50 855 ACA CAC ACACACACACYT | 74 881 GGG GTG GGG TGGG GTG
51 856 ACA CAC ACACAC ACACYA 75 882 VBV ATA TAT ATATAT AT
52 857 ACA CAC ACACAC ACACYG 76 883 BVB TAT ATATAT ATATA
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Cizelge 3.3’lin devami
No | Primerin Baz dizilimi No |Primerin Baz dizilimi
adi ad1
77 | 884 |HBHAGAGAGAGAGAGAG| 85 | 892 | 'ACATCTOATATCTGAATTCC
78 | 885 |BHBGAGAGAGAGAGAGA | 86 | 894 TGG TAG CTC TTG ATC AN
79 | 886 | VDVCTCTCTCTCTCTCT | 87 | 895 | AGAGTTGGTACG TCT TGATC
80 | 87 | DvpTcTCTCTCTCTCTC | 88 | 806 | /GG TCC COGCEG CNNNNNNAT
81 | 888 | BDBCACACACACACACA | 89 | 897 |CGACTC GAG NNN NNN ATG TGG
82 | 889 |DBDACACACACACACAC | 90 | sgog | AT CAAGCTTINNNNNATCTG
83 | 890 | VHVGTGTGTGTGTGTGT | 91 | 899 | CATGGT GTr GGT CAT TGT TCC A
84 | 891 | HYHTGTGTGTGTGTGTG | 92 | 900 | ACT TCC CCA CAG G-IT AAC ACA

Cizelge 3.4. ISSR analizleri PCR reaksiyon kosullari

Kullanilan kimyasallar

Her o6rnek i¢in kullanilan miktar (pul)

PCR master mix 15 ul
ddH20 7 ul
Primer 1l
DNA (20 ng) 1l
Toplam hacim 24 ul

PCR protokolii asagida belirtilen sekilde uygulanmaistir.

94°C’de 2,5 dk
94°C°de 45 dk
48°C’de 45 sn

™ 35 dongii
72°C’de 1,30 dk

72°C’de 10 dk

20°C «
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3.2.3.2. SRAP analizleri

Calismada 11 adet forward (ileri) ve 16 adet reverse (geri) SRAP primerleri
kullanilarak toplam 65 farkli kombinasyon yapilmistir (Li ve Quiros 2001; Ferriol vd.
2003; Yeboah vd. 2007; Yuan vd. 2008; Solmaz 2016). Kullanilan forward (ileri)
primerlerinin isimleri ve baz dizilimleri Cizelge 3.5’te, reverse (geri) primerlerinin ise
Cizelge 3.6’da verilmistir. Yapilan kombinasyonlar Cizelge 3.7°de gosterilmistir.
Calismada kullanilan PCR reaksiyon kosullar ise Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.5. SRAP analizlerinde kullanilan forward (ileri) primerleri

No Primer ad1 Baz dizilimi (3°-5°) No Primer adx Baz dizilimi (3°-5°)

1 Mel TGAGTCCAAACCGGATA 7 Me9 TGAGTCCAAACCGGAGG
2 Me2 TGAGTCCAAACCGGAGC 8 Mel0 TGAGTCCAAACCGGAAA
3 Me3 TGAGTCCAAACCGGAAT 9 Mell TGAGTCCAAACCGGAAC
4 Me5 TGAGTCCAAACCGGAAG 10 Mel2 TGAGTCCAAACCGGAGA
5 Me6 TGAGTCCAAACCGGACA 11 Mel3 TGAGTCCAAACCGGAAG
6 Me8 TGAGTCCAAACCGGACT

Cizelge 3.6. SRAP analizlerinde kullanilan reverse (geri) primerleri

No | Primer adi Baz dizilimi (5°-3”) No Primer adx Baz dizilimi (5°-3”)

1 Eml GACTGCGTACGAATTAAT 9 Em9 GACTGCGTACGAATTCAG
2 Em2 GACTGCGTACGAATTTGC 10 Em10 GACTGCGT CGAATTCAT
3 Em3 GACTGCGTACGAATTGAC 11 Emll GACTGCGTACGAATTCTA
4 Em4 GACTGCGTACGAATTTGA 12 Em12 GACTGCGTACGAATTCTC
5 Em5 GACTGCGTACGAATTAAC 13 Em13 GACTGCGTACGAATTCTG
6 Em6 GACTGCGTACGAATTGCA 14 Eml14 GACTGCGTACGAATTCTT
7 Em7 GACTGCGTACGAATTCAA 15 Em15 GACTGCGTACGAATTGAT
8 Em8 GACTGCGTACGAATTCAC 16 Em16 GACTGCGTACGAATTGTC
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Cizelge 3.7. SRAP primerleri ile yapilan kombinasyonlar

No Kombinasyon No Kombinasyon No Kombinasyon No Kombinasyon
adi adi ad1 adi

1 Mell-em2 18 Me4-em9 35 Mel2-em9 52 Mel2-em1l

2 Me8-em9 19 Me3-emll 36 Me8-em15 53 Mel2-em13

3 Mel-em10 20 Me9-em7 37 Me3-em16 54 Mel2-em12

4 Me5-em5 21 Me3-em13 38 Me8-em4 55 Mel-em9

5 Me6-em14 22 Me3-em15 39 Me9-em13 56 Me2-em9

6 Me3-em5 23 Me5-em9 40 Me8-em16 57 Mel2-em15

7 Me2-em11 24 Me9-em16 41 Me9-em15 58 Mell-em13

8 Mel2-em15 25 Me6-em9 42 Me6-em15 59 Mel3-em9

9 Me3-em1 26 Me8-em7 43 Me3-em7 60 Me8-em8

10 Me3-em2 27 Me8-em6 44 Mel10-em9 61 Me3-em14

11 Me3-em3 28 Me8-em2 45 Mel-emll 62 Mell-em8

12 Me3-em6 29 Me8-em3 46 Me2-em11 63 Me3-em16

13 Me9-em8 30 Me8-em10 47 Mell-em9 64 Me9-em6

14 Me3-em8 31 Me9-em9 48 Me8-em11 65 Me6-em7

15 Me3-em10 32 Me9-em10 49 Me6-em5

16 Me3-em12 33 Me8-em13 50 Mel2-em4

17 Me3-em9 34 Me8-em5 51 Mell-emll

Cizelge 3.8. SRAP analizleri PCR reaksiyon kosullari

Kullanilan kimyasallar Her ornek icin kullanilan miktar (pl)
PCR master mix 15 ul

ddH20 7 ul

Em (reverse) primer 1ul

Me (forward) primer 1l

DNA (20 ng) 1wl

Toplam hacim 25 ul
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PCR protokolii asagida belirtilen sekilde uygulanmstir.

94°C’de 5 dk

94°C’de 1dk

35°C°de 1 dk

72°C’de 1dk

94°C’de 1dk ]
50°C’de 1 dk
72°C’de 1dk

72°C’de 5 dk =

20°C «

3.2.3.3.SSR

3.10’da verilmistir.

5 dongii

S—

35 dongi

Calismada toplam 116 adet SSR primeri (Katzir vd. 1996; Danin-Poleg vd. 2001;
Monforte vd. 2003; Fukino vd. 2008; Watcharawongpaiboon ve Chunwongse 2008;
Yuste-Lisbona vd. 2011; Malik vd. 2011; Kacar vd. 2012; Solmaz vd. 2016)
kullanilmistir (Cizelge 3.9). Calismada kullanilan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge

Cizelge 3.9. SSR primerleri ve baz dizilimleri

No Primer ad1 Baz dizilimleri No Primer adi Baz dizilimleri
F:CTT GTT TCG AGA CTA F: TCC AAC GAA ATC CCA
1 | CMGA165-15 TGG TG 4 CMO05 CTGTT
R: TTC AAC TAC AGC AAG R: AGC CGT TCT TCC GGA
GTC AGC TAGTT
F: TTG GAG GAG ACA AAG F: TTTCCC GCATTGATT
2 cMmol GCATC 5 CMo7 TTCTC
R: TGCTTC AACCTCTTC R: GAG AAACGC TTC CCA
TTC TGG CAA AC
F: CAT GGC GATGTT TTC F: GTC AAA AGC ATC AGC
3 CMo4 TTT CA 6 CM09 AGC AA
R: AAG GGA AAATTT TGG R: CAAGTT AGG CAA ACC
AAG TGG CCA AA
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Cizelge 3.9’un devami

No Primer ad1 Baz dizilimleri No Primer ad1 Baz dizilimleri
F: ACC ATCCTCCCT TCC F: CTC TTC CAATCACCG
7 CM15 AAA TC 19 CM43 cCTCT
R: CAG AGA AGC AAG TGC R: AAG GAG GAG CAT GAG
AGC AG GGA AT
F: TGCCTGTTGTGATTG F: GCT CCGGCAAACCTT
8 CM16 AGG AG 20 CM46 TTT AT
R: TTCTTC TTACCT CCG R: GTG GAC ACG GTG ATC
CCA AA ACA AA
F: CCTTCATCATCATCA F: CCC CAT CAG TAA AGA
9 CM17 TCG TCA et CM49 TGATGAA
R: GAC CGG CAG TGG ACA R: TCTTTGTTT CTT CAA
TAGTT TGG GGT A
F: CGG GGA ATT TGT GCT F: CTG CCG TGA AGG AGA
10 CM21 CTATG 22 CM53 AGA AC
R: CCC AAA CAA AGC CAA R: AGC CTC AAT CCC CAA
AAG AA TCTCT
F: AAG GAT TTG GTG GTG F: CCTCTCTCTTTC CCC
11 CM22 CTG AC 23 CM55 ACC TC
R: TTTCCATCT TGG CTC R: GAA ACA GAA GGA GCC
CAA AC ACA GC
F: TTCTTC ATT TAG GGG F: CCCCCATAT TCATCA
12 CM23 CAC TG 24 CMTC158-2 AAA CT
R: AAA GGG GGC TCA ACA R: TCAGCTCACTTTTCC
TTITTT ATT CA
F: CCC TCG AGA AAC CAG F: TTCTCC ATGTTT GGA
13 CM26 CAG TA 25 | CSLHCPA-3 TTCTTT
R: CACCTCCGTTTT TCA R: ACC ACA AAT AAT AAT
TCACC TCA ACA
F: GCC GCT GTA ACG AAT F: TAT GAA GCG CGC ATA
14 CM28 AAT GG 26 CMBR15 AAC AG
R: GAA GAA AAC AGG GCA R: CGA ATG TGA AAT CTC
TCC AA TTCTCCC
F: TCA AAC CTA AACCCT F: TCC GAA GTA AAC ATC
15 CM30 AAA CCT AACC 2 CMBR123 AAA GAC A
R: AGG ATG ATC GGG GAA R: GGT CAG TCA AGA TAG
GAA AT TTACGGTTG
F: TTGGCT TTT GGC TAA F: TTGGTTTCATCGTCT
16 CM33 TCTCC 28 MU12 TTC CC
R: TGA AGG GGT AAA AAG R: AAG TGC GAG GAG GCA
GTT AAA AA GAG TA
F: TAG CAT CTG ATC GGA F: CTGGCC CCCTCCTAA
17 CM38 AAA CC 29 CMBR120 ACT AA
R: CAACTT CAT CCG CCA R: CAA AAA GCA TCA AAA
AGA AT TGGTTG
F: GAT TTC CCC TCC GAA F:TTTCACTTTTTC CCG
18 CM39 CTC TC 30 CMBRS cCG
R: TTG CCC TAA AACCCT R: AAT GGA AAA GGG AAG
CAC AC TGC AA

22



MATERYAL VE METOT

P. AKKELLE

Cizelge 3.9’un devami

No | Primer adi Baz dizilimleri No | Primer adi Baz dizilimleri
F: GAG GGA AGG CAG AAA F: TTG AGT ACC ATT GTC
31 | CMCCAL45- CCAAAG 43 | CSATT214- ATA GAT
10 R: GCT ACT TTT GTG GTG 22 R: TTAGTT TAATTT CAT
GTGG CTC TGT
F: CAATCG CAG ATACTT F: GTT TAA CTC AAT CCA
CCACG ACT CAA
32 [ CMGA172-11 44 | CSHPRAG-4
R: TGC TTG TCC CAA CGG R: CGA AAC ATT CAT AAC
TGT CAT TCT ACT
F: CGG ATT GTACTT ATT F: TCAACT GTC CATTTC
GCC AAG TCG CTG
33 | CMCT123-12 45 | CMCT44-6
R: CAT GTG CAT GTG TGC R: CCG TAA AGA CGA AAA
ATG TAC CCCTTC
F: CTG AAA GCA GTT TGT F: CAA CCA CCG ACT ACT
GTC GA ) AAG TC
3| CcMCTN2 g6 | CMACCL46
R: AAA GAA GGA AGA GGC 7 R: CGA CCA AAC CCA TCC
TGA GA GAT AA
F: GTT AAA GGC TAT GGT F: CCC TTC TGT CAT TTG
ATAGAAC GCT TG
35 | CMGAN3 47 SSR154
R: AGA ATA AGG TCC ACA R: CGT CAA TTA TTA AAC
TAA GG ATTCTGATGC
F: GCT GAG TTA TGG GGA F: TTC GTT CAT TAC TGC
AAG CA CGT AGG
36 cs27 48 SSR178
R: ATG TTG TTG GAC CCC R: TCT GTG TTC CCT ACC
TTC AA CCAAC
F: CAA AAG GTT TCG ATT F: GGATTT GTT TGC GTC
GGT GGG ATTTTG
37 | CMCTT144-8 49 SSR180
R: AAA TGG TGG GGG TTG R: GGG GCATTT TTG GTA
AAT AGG TTTTC
F: AAG CAC ACC ACC ACC F: AAA TCG AAG CCC AGT
CGT AA GAA AG
38 | CMAT141-9 50 SSR181
R: GTG AAT GGT ATG TTA R: TCT GGC TGG GAA TAT
TCCTTG GAT TG
F: TCC TTT CCG GTT TGT F: AGC TTA TGT CAA CGA
GCT AAT GGT TGG
39 | ECM218 51 SSR184
R: GGA CCA AAC ATG GTT R: CCT CCA ACA AAA GAT
GAA AAG GAC ACT G
F: CCT TCACTT CCATCT F: AGT TTG AAG GTG CTG
TCATC CTT GAC
40 | CSCT335-21 52 SSR281
R: CGG TCC TTC ATT TCA R: AGA CAA GCC CAC AAC
TAG AC GAATC
F: TTG AGT ACC ATT GTC F: CCATCATGA TTT GGA
ATA GAT ATG AAT TAG
41 | CSATT214-22 53 SSR430
R: TTAGTT TAATTT CAT R: CGT TGC AAT TTG ATC
CTCTGT TTT TTAATG
F: ATATTG ATT GCT GGG F: CGT GAG AAA GTA CAA
AAA GG TGATTG GTG
42 | CMGANSO 54 SSR451
R: CTT TTT TGG CTT TAT R: GCC AAG CTA AGC AAT
TGG GTC TAG GC
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Cizelge 3.9’un devami

No Primerin ad1 Baz dizilimleri No Primerin ad1 Baz dizilimleri

F: TGT TGT TGG ACC F: TTACTGGGTTTT
CCTTCAAT GCCGATTT

55 SSR02734 66 CMCACC146
R: TGT CAA AGG AGG R: AATTCC GTATTC
AGG TGG AG AAC TCT CC
F: TTGTTA GGT AAG F: CTT GTT TCG AGA
CCATGCCC CTATGG TG

56 SSR02733 67 CMGAI165
R: TTT GCC TGA GGA R: TTC AAC TAC AGC
AGA ATC TGA AAG GTC AGC
F: GAC ACG ACC TGA F: ATTGGG GTT TCT
TCCATG TG TTG AGG TGA

57 SSR138 68 CMTC51
R: CCA CAT GTT GAA R: CCATGT CTA AAA
TGA TGA GGA ACT CATGTG G
F: ATG AAC CCA AAG F: AAG CAC ACC ACC
AAA ACA AA ACC CGT AA

58 SSR203205 69 CMAT141
R: TAA GAA AGT TCT R: GTG AAT GGT ATG
GCATGA GA TTATCCTTG
F: CAT TTT GCA GAC F: GTC TCTCTCCCT
AAGTTT TA TAT CTT CCA

59 SSR219093 70 CMCT160A
R: GAT ATG GTT TGG R: ACGGTGTTT GGT
TTGGTCGT GTG AGA AG
F: TCA AAT CCT AAA F: GGC AAG ACG ATT
CCCTAAAC GGC AGC

60 SSR252089 71 CMCT44
R: ATGCAC CTACTT R: ATC ACC GTA GCG
GTTGTT GT AAGCACC
F: CAT GAA GTATAA F: GAG GGA AGG CAG
ATAGTT TG AAA CCA AAG

61 SSR268176 72 CMCCA145
R: CAC AAT CCT ACA R: GCTACTTTT GTG
CTTTGCTA GTGGTGG
F: TTTATTTGT AAC F: ATT GCC CAACTA
ATC GTG GC AAC TAA ACC

62 SSR283138 73 CMCT170b
R: TCT CAA ACT TAC R: CAC AAC ACA ATA
TGC ATACT TCATCCTTG
F: GGC GAT GGA TGA F: CTA AAA CCT AAC
AAG TTAGT TCTTTTCC

63 SSR310365 74 CMTC163
R: AGA AGG AGG ATT R: TTT GTG GGACTC
ATTGGGTT GTT GAATGA
F: AAA AGA GCT GAA F: CAATCG CAG ATA
ATC GAACA CTT CCACG

64 SSR37253 75 CMGAL172
R: TATTGC CTT TCT R: TGC TTG TCC CAA
CGTCTCTT CGG TGT CAT
F: ATA GAT GTAGTC F: CCTTTC TGC TGT
GAG GTT GAA TTCTTCTTC

65 SSR433600 76 CSCCT571
R: AGA GGC AGA AAT R: GAA GGA AGG AGT
GGT GAA AT GAG GGG AAG
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Cizelge 3.9’un devami

No Primerin ad1 Baz dizilimleri No Primerin ad1 Baz dizilimleri
F: CTCCTT CAA ACA F: CGG ATT GTACTT
TTGTGT GTG ATT GCC AAG
77 CMGT108 88 CMTC123
R: GAG ATA GGT ATAG R: CAT GTG CAT GTG
TAT AGG GG TGC ATG TAC
F: TTACTGGGTTTT F: TAG GGC AGG TAT
GCCGATTT TATTTC AG
78 CMGA104 89 CSAT425
R: AAT TCCGTATTC R: ACGGACTGATTT
AAC TCT CC AGT ATA GGC
F: ACGTGC TTC AGT F: GTG GGT CAT CAT
AAA CAT G TATTGT TA
79 CMTA1L34a 90 CMAT35
R: CCGACATTG AAA R: GCTTTT AGC CTA
ACC AACTTC TTA AGT TGC
F: CAAAAG GTT TCG F: ACCTTGTTGATT
ATT GGT GGG CGGTTCTCC
80 | CMCTT144 91 CSGTT15b
R: AAATGG TGG GGG R: AGT TCG GTT TAA
TTG AAT AGG CTA CCC ACG
F: CTT TAG GTG TGA F: CCTTCACTT CCA
GAT TGG TGG TCTTCATC
81 CMCTI126 92 CSCT335
R: GCA CAT CAT TGG R: CGGTCCTTCATT
AGT AAC TCG TCATAG AC
F: GGA ACA GAC ACC F: GTTGTG CTC CCC
TCT TCT GAG AAT AGT TG
82 CMTAA166 93 CSTCCs813
R: TCC GTC TAC AAG R: CACCACTTCTTC
CGT GAC TGT CACCGAA
F: ATC ATT GGA TGT F: GTCTCT CTCCCT
GGG ATTCTC TAT CTT CCA
83 CMTC168 94 CMTC160a-b
R: ACA GAT GGA TGA R: GATGGT GCCTTA
AAC CTT AGG GTT GTT CCG
F: GCA TAA AAG AAT F: GTTTGATAATGG
TTG CAG AC CGGATTGT
84 CMTC47 95 CSCTTT15a
R: AGA ATT GAG AAG R: GTA GAA ATG AAG
AGA TAG AG GTATGG TGG
F: GAC AGT AAT CAC F: TTA AAT CCC AAA
CTC ATC AAC GAC ATG GCG
85 CMCT505 96 CMTAL70a
R: GGG AAT GTA AAT R: AGA CGA AGG ACG
TGG ATATG GTTAGCTTT
F: CGG CAA GAC GAT F: TTA AAT CCC AAA
TGGCAGC GAC ATG GCG
86 CMGAI15 97 CMCT134b
R: ATC ACC GTA GCG R: TTC AAC TAC AGC
AAG CACC AAG GTC AGG
F: CCCCCATAT TCA F: GGA ACA GAC ACC
TCA AAACT TCT TCT GAG
87 CMTC158 98 CMAG59
R: TCAGCTCACTTT R: CAC AAC ACA ATA
TCC ATT CA TCATCCTTG
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Cizelge 3.9’un devami

No Primerin ad1 Baz dizilimleri No Primerin ad1 Baz dizilimleri
F:TTACTGGGTTTT F: TTGAAGGTCTTT
GCCGATTT GCT GAAG
99 CMACC146 108 DMO0191
R: AAT TCC GTATTC R: GCC TACCACATT
AAC TCT CC TAATTCC
F: GGC AAG ACG ATT F: CTC TAT CAGCTC
GGC AGC AAA GGC CG
100 CMCT44 109 MU7191
R: ATC ACC GTA GCG R: TTCGTCCTCGTT
AAG CACC CTCTTGCT
F: TTTTCCTCC ATT F: GAG ATA GGT ATA
TTA ACT TAGCC GTA TAG GGG
101 CMBR111 110 CSWTGO08
R: AAG AGA GAA GCC R: TCC GTC TAC AAG
ATG GAT GAA CGT GAC TGT
F: ATT GCC CAACTA F: CTCCTT CAA ACA
AAC TAA ACC TTGTGT GTG
102 CMCT170b 111 CSWCTI3B
R: CAC AAC ACA ATA R: GAG ATA GGT ATA
TCATCCTTG GTA TAG GGG
F: CAT AAC GTC ATC F: AGATTT GGA AGG
CCATAA AT ATG TTA GA
103 SSR12510 112 SSR12202
R: AGATTG AAGGTT R: AAG TCG GGT GGT
GAT TGG AC AGTTGTTT
F: ATT GCC CAACTA F: TTC CCACCA GCC
AAC TAA ACC CAACGGACACACT
104 CMGA128 113 CMMS30-3
R: CCGACATTG AAA R: GAG ATA CAG AAA
ACC AACTTC CGACGTCTAACCT
F: CTG GGG CAT ATT F: TAA AAA TGA CCA
CTTTGT TA TAGCACC
105 SSR12314 114 SSR12407
R: CGT AGT GGT ATG R: AAG TAA ATG GCA
GTAGTGGC GAC AGA AC
F: GAG GGA AGG CAG F: TTA AAT CCC AAA
AAA CCA AAG GAC ATG GCG
106 CMCCA145 115 CMCTL34b
R: GCTACTTTIT GTG R: TTC AAC TAC AGC
GTGGTG G AAG GTC AGG
F: TTC CCACCAGCC F: TAATGATTT GTG
CAACGGACACACT GTTTGGTT
107 CMMS30-3 116 SSR12608
R: GAG ATA CAG AAA R: ACACTTTIGTTG
CGACGTCTAACCT GCTTTATC

Cizelge 3.10. SSR analizleri PCR reaksiyon kosullar1

Kullanilan kimyasallar

Her ornek icin kullanilan miktar (ul)

PCR master mix 15 ul
ddH.0 7ul
Reverse primer 1ul
Forward primer 1ul
DNA (20 ng) 1wl
Toplam hacim 25 ul
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PCR protokolii asagida belirtilen sekilde uygulanmstir.
94°C’de 5 dk
94°C’de 0.5 dk ™
53°C’de 0.5 dk

o 35 dongii
72°C’de 1dk

72°C’de 10 dk

20°C «

3.2.3.4. TRAP

Calismada, 5 adet forward (ileri) ve 7 adet reverse (geri) TRAP primerleri
kullanilarak toplam 26 farkli kombinasyon (Hu ve Vick 2003; Fazza vd. 2013) ile
calisilmistir. Kullanilan forward (ileri) ve reverse (geri) primerlerinin isimleri ve baz
dizilimleri Cizelge 3.11°de verilmistir. Yapilan kombinasyonlar Cizelge 3.12°de
gosterilmistir. Calismada kullanilan PCR reaksiyon kosullart ise Cizelge 3.13’de
verilmistir.

Cizelge 3.11. TRAP analizlerinde kullanilan forward (ileri) ve reverse (geri) primerleri

No Forward Baz dizilimi No Reverse Baz dizilimi
Primerleri primerleri
1 Nbs2 CACCAATGCCTGTAGTTG 1 Emil GACTGCGTACGAATTAAT
2 Nbs5 AAACCTTAGCCAAAGTCG 2 Em?2 GACTGCGTACGAATTTGC
3 Nrta4 GGAAACCAGATTTGAAGC 3 Em3 GACTGCGTACGAATTGAC
4 Nbs467 GCTAGCCAATTTGAAGGT 4 Em6 GGAACCAAACACATGAAG
A
5 Nbs458 TTGTTCAGACACCCAAAC 5 Em9 GACTGCGTACGAATTCAG
6 Ga3800 TCATCTCAAACCATATACA
C
7 Ga5800 GGAACCAAACACATGAAG
A
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Cizelge 3.12. TRAP primerleri ile yapilan kombinasyonlar

No Kombinasyon No Kombinasyon No Kombinasyon No Kombinasyon adi
adi ad1 ad1
1 Em1-nbs5 8 Em2-nbs5 15 Ga5800-nrtad 22 Em6-nbs5
2 Em2-nbs2 9 Em2-nrtad 16 Ga3800-nrtad 23 Em5-nb3
3 Em3-nbs5 10 Ga3800-nbs5 17 Ga3800-nbs3 24 Em9-nbs5
4 Eml-nrtad 11 Em3-nbs458 18 Ga5800-nbs2 25 Em3-nbs3
5 Em1-nbs467 12 Em3-nbs467 19 Ga5800-nbs5 26 Em9-nrtad
6 Em2-nbs3 13 Ga3800-nbs467 20 Em1-nbs2
7 Em3-nrtad4 14 Ga5800-nbs3 21 Em1-nbs458

Cizelge 3.13. TRAP analizleri PCR reaksiyon kosullar1

Kullanilan kimyasallar

Her o6rnek i¢in kullanilan miktar (pul)

PCR master mix 8 ul
ddH20 3ul
Avrbitrary primer 0,5 ul
Fixed primer 0,8 ul
DNA (20 ng) 3,5ul
Toplam hacim 15,5 ul

PCR protokolii asagida belirtilen sekilde uygulanmaistir.

94°C’de 2 dk

94°C’de 45 dk =
35°C’de 45 sn —
72°C’de 1dk  _J
94°C’de 45 sn =
50°C’de 45 sn

72°C’de 1dk

72°C’de 7dk =

20 °C «

5 dongii

= 35 dongii
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3.2.3.5. SCAR

Calismada 5 SCAR primeri (Daryono vd. 2011) kullanilmistir (Cizelge 3.14). Calismada
kullanilan PCR reaksiyon kosullar1 Cizelge 3.15°te verilmistir.

Cizelge 3.14. SCAR forward ve reverse primer ve baz dizilimleri

No Primer ad1 Forward Reverse
1 SB17645 AGGGAACGAGTTGAGAGAGCT CGAGGATTCTTAACTAGCATG
AGA GA
2 SV01574 TGACGCATGGAATGAAATAAA GCATGGCCAAGGTCGAATA
3 SV061092 ACGCCCAGGTATCATATACACC ACGCCCAGGTTACGAAGTCA
4 SCAPMAR51061 | CAGACAAGCCCAGATAATTAAC CAGACAAGCCTAGGAGTTGTG
ATCTC GGCT
5 SCARO0305 CCCTATGCTCATTAACTTCG GCTGCATAATGCCTAGCTA

Cizelge 3.15. SCAR analizleri PCR reaksiyon kosullari

Kullanilan kimyasallar Her ornek icin kullanilan miktar (pl)
PCR master mix 15 ul

ddH.0 7ul

Reverse primer 1ul

Forward primer 1ul

DNA (20 ng) 1l

Toplam hacim 25 ul

PCR protokolii asagida belirtilen sekilde uygulanmistir.

94°C’de 2.5 dk
94°C’de 45 sn
55°C’de 45 sn
72°C’de 1.30 dk

72°C’de 10 dk

20°C «

35 dongii
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3.2.3.6. Agaroz jel elektrofarezi

PCR iiriinlerinin elektrofarezde belirlenmesi i¢in agaroz jel kullanilmistir. Jel
hazirliginda, 1X yogunlugundaki TAE tampon ¢ozeltisine, %2,5’lik high resolution
agaroz ilave edilmis ve 600 °C’de ¢alisan mikro dalga firinda 5-6 dakika kaynatilmistir.
Jel homojen bir goriiniim saglayinca mikro dalga firindan ¢ikartilarak oda sicakliginda
sogumaya birakilmistir. Elle tutulabilecek kadar soguyan jel onceden hazirlanmig
tanklara dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra 1X TAE ¢o0zeltisi igeren elektroforez
tanklarinda yerlestirilmistir.

PCR isleminden sonra, PCR firiinlerine UV 151k altinda goriintiileme cihazinda
goriintlilenebilmesi i¢in 1,5 pl EZ-vision yiikleme boyasi ilave edilmistir. Daha sonra
PCR iirlinleri ve DNA bantlarinin biiyiikliiklerinin belirleyebilmek i¢in kullanilan 100 bp
DNA ladder elektroforez tankindaki agaroz jele yiiklenerek, 110 volt elektrik akimi
altinda 3 saat siireyle kosturulmustur. Elektroforez isleminden sonra, jeller goriintiileme
cihazina yerlestirilerek fotograflar1 kaydedilmistir.

(d) (€)

Sekil 3.5. a) Agaroz jelin hassas tarti ile tartilmasi; b) Jelin mikrodalga ile eritilmesi; c)
Jelin tanka dokiilmesi; d) PCR firtinlerinin elektroforeze yiiklenmesi; €) PCR iiriinlerinin
goriintiilendigi ve fotograflarinin ¢ekildigi cihaz
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3.2.3.7. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilmis olan SRAP, SSR, ISSR, TRAP ve SCAR primerlerin
polimorfizm oranlari, primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarinin, toplam bant
sayisina boliiniip 100 ile carpilmasi ile bulunmustur.

3.2.3.8. Verilerin analizi

Jel gorintiilleme sistemi kullanilarak elde edilen goriintiiler, bant varlig
durumunda (1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek skor edilmistir.
Kiimelendirme, sayisal taksonomi ve multivaryasyon analizi yapabilen NTSYS
(Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.1 Exeter
Software, Setauket, N.Y., USA) genetik analiz programi kullanilarak tartilmamis c¢ift
grup aritmetik ortalamayla (unweighted pair-group method, UPGMA) analiz edilmistir
(Rohlf 1993). Benzerlik indeksleri Dice (1945)’¢ gore hesaplanmigtir. Ayrica temel
koordinat analizi (Principal coordinate analysis, PCO) ayni program kullanilarak
yapilmistir. PIC degerleri Smith vd. (1997)’nin belirttigi gibi hesaplanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada kiillemeye dayaniklilik amaciyla olusturulan RIL popiilasyonuna ait
138 genotip kullanilmistir. RIL populasyonu, F. bireylerinin defalarca kendilenerek ve
tek tohum nesil (single seed descent) yontemi ile olusturulur (Taylor 1978). Kendileme
sonucu heterezigot bireylerin kaybedilmesiyle homozigotluga ulagilmakta ve dolayisiyla
yeni rekombinantlarin olusma sansi azalmaktadir. RIL bitki polulasyonlart F»
populasyonlarina nazaran homolog basina iki kat daha fazla rekombinasyona ait bilgi
icermektedir. Ancak yukarida da ifade edildigi gibi RIL populasyonu bireylerinde iki
homolog birbirinin ayni olmasina karsilik, F2 bireyleri her biri farkli bilgi saglayan iki
homologa sahiptirler. Dolayisiyla RIL bitkileri yakin baglantilarin ortaya konmasi
acisindan F2 bitkileriyle hemen hemen ayni miktarda bilgi saglarlar. Ancak, RIL
populasyonlarinin en biiylik avantajlari ¢ok sayida birey elde edilebilmesi, farkli ¢evre
kosullarinda fenotiplerin gbzlenebilmesi ve ¢alismalarin tekrarlanabilmesidir (Yildirim
ve Kandemir 2004).

4.1. ISSR Analizleri Bulgular:

Calismada, RIL popiilasyonuna ait 138 genotip tizerinde 92 adet ISSR primeri
kullanilarak, popiilasyondaki bireylerin ana ebeveyn(hassas)-baba ebeveyn(dayanikli) ile
olan iligkileri aragtirllmistir. Calismada kullanilan 92 adet ISSR primerinden 12
tanesinden polimorfizm saglanirken, 53 tanesi monomorfik bulunmustur. 27 tanesinden
ise amplifikasyon elde edilememistir. Degerlendirmeler polimorfizm saglayan 12 adet
ISSR primeri iizerinden yapilmistir. Degerlendirilmeler sonucunda her primer i¢in toplam
allel sayis1 (adet), polimorfik allel sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp),
polimorfizm orant (%) ve PIC (Polymorphism information content) Cizelge 4.1’de
gosterilmistir.

ISSR analizlerinde kullanilan 12 adet ISSR primerinden biiytikliikleri 300-1500
bp arasinda degisen toplamda 80 adet allel elde edilmistir. Bu allellerin 14 tanesinin
polimorfik oldugu bulunmustur. Primer basina diisen toplam allel sayisinin 4 ile 9
(ortalama 6,67) arasinda degistigi, polimorfik allel sayisinin 1 ile 2 (ortalama 1,17)
arasinda oldugu tespit edilmistir. Toplam allel sayis1 bakimindan 809, 886 ve 887
primerlerinin en fazla (9 adet), 827 primerinin ise en az (4 adet) sayida alleli trettigi
bulunmustur. Primerlerin polimorfizm oran1 %11-25 (ortalama 18) arasinda degisim
gostermistir. 886 primerinin %11 ile en diisiik, 827 primerinin %25 ile en yiiksek
polimorfizm oranina sahip oldugu bulunmustur. Primerlerin PIC degerleri ise 0,13 ile
0,99 (ortalama 0,57) arasinda degisim gostermistir. 827 primeri 0,13 ile en diisiik degere
sahipken, 880 ve 842 primerleri 0,99 ile en yiiksek PIC degerine sahiptir. Calismada
kullanilan 811 primerinin agaroz jel goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.

Seleksiyonla elde edilen kavun genotipleri arasindaki farkliliklar1 ve benzerlikleri
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalarda, Danin-Poleg vd. (1998) 7 kavun genotipinde
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kullandiklar1 42 ISSR primerinin 26’sindan, Sestili vd. (2008) Italya’nin farkli
bolgelerinden segilmis olan 13 adet inodorus kavun genotipinde 90 ISSR primerinin
39’undan polimorfizm elde etmistir. Yaptigimiz ¢aligmada ise melezleme yoluyla elde
edilen RIL popiilasyonuna ait138 adet genotip lizerinde 92 adet ISSR primeri kullanilmig
ve 12 adet polimorfizm elde edilmistir. Polimorfizmin diger calismalara gore az
olmasimin nedeni, kullanilan popiilasyonun melezleme yoluyla elde edilip F¢ asamasina
kadar getirilerek saflastirilmis olmasi olabilir.

Fabriki Ourang vd. (2009) Iran’mn farkli bélgelerinden segilmis 54 adet kavun
genotipinde 11 ISSR primerinden 63 polimorfik bant, Fuzhong vd. (2002)’nin yaptigi
caligmada ise 37 kavun genotipinde 10 ISSR primerinden 73 polimorfik bant, Mancak
(2013)’1n yaptig1 caligmada 83 kavun genotipinde 13 ISSR primeri kullanilmis ve 79
polimorfik bant elde edilmistir. Calismamizda ise 92 adet ISSR primerinden 14 adet
polimorfik bant elde edilmistir.

PIC degerleri, genellikle molekiiler g¢aligmalarda markor lokusunun
polimorfizmini 6lgmek amaciyla kullanilir (Smith vd. 1997). PIC degeri 0 ile 1 arasinda
degisim gosterir. PIC degeri 0,7 ve lizerinde olursa markor oldukca yiiksek bilgilendirici
ozelliktedir (Hildebrand ve ark. 1992). Fuzhong vd. (2002)’nin yaptig1 ¢alismada 37
kavun genotipinde 10 ISSR primerinde PIC degeri 0,53, Fabriki Ourang vd. (2009)
fran’in farkli bélgelerinden segilmis 54 adet kavun genotipinde yaptig1 calismada 11
ISSR primerinde PIC degeri 0,84 dir. Bu ¢alismada ise 12 ISSR primerinin PIC degeri
0,57 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. Kullanilan ISSR primerlerinin toplam allel sayis1 (adet), polimorfik allel
sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orani (%) ve PIC degerleri

Primer ad1 Allel sayis1 Polimorfik allel | Polimorfik allel Polimorfizm PIC
sayisl uzunlugu (bp) oram (%)
809 9 2 490-500 22 0,49
811 5 1 750 20 0,61
825 6 1 950 17 0,28
827 4 1 450 25 0,18
846 5 1 1000 20 0,78
861 7 1 1500 14 0,35
886 9 1 500 11 0,75
880 7 1 750 14 0,99
884 6 1 700 17 0,13
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Cizelge 4.1’in devam

887 9 2 800-300 22 0,47
900 7 1 750 14 0,82
842 6 1 550 17 0,99
Toplam 80 14 - - -
Ortalama 6,67 1,17 - 18 0,57

Sekil 4.1. 811 ISSR primerinin agaroz jel goriintiisii (9: TKU3 (ana ebeveyn), &: PMR6
(baba ebeveyn), M: 100 bp DNA ladder)

ISSR analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmig ve elde edilen dendrogram Sekil 4.2°de
verilmistir. Dice (1945)’mn benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlari 0,48 ile 1
arasinda degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,78 olarak bulunmustur. En yliksek
genetik benzerlik oran1 0,95 ile, T86, T87, T88 ile T29 genotipleri, T4, T8, T51, T52 ile
T5 genotipleri, T6, T7, T9 ile T3 genotipleri ve T34 ile T1 genotipleri arasinda
goriilmistiir. Kiil1-9 genotipi ise, 0,48 genetik benzerlik oraniyla RIL populasyonundaki
138 genotip i¢inde en uzak bireyi olusturmaktadir. PMRG6 genotipine en yakin iki genotip
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0,76 genetik benzerlik orani ile Kiil 6-6 ve Kiil 14-1’dir. T33, kil 10-1, kiil 11-4, kil 11-
9, TF29, T34 ve T1, 0,88 genetik benzerlik orani ile TKU3’¢ en yakin genotiplerdir.

Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogramda PMR®, kiil14-1, kiil 6-6,
T88/1,T89, T86, T87, T8, T29, T4, T8, T51, T52 genotipleri ayn1 grupta yer almislardir.
TKU3 ile T33, kiil 10-1, kiil 11-4, kiil 11-9, TF29, T34 ve T1 genotipleri ise yine ayn1
grupta yer almistir (Sekil 4.3).

PCO sonucunda RIL popiilasyonu icerisinde PMR6’nin ve TKU3’iin digerlerine
en uzak genotip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).

35



P. AKKELLE

BULGULAR VE TARTISMA

Similarity

05
£
La
A i
I~ i =
] E.w - Ix] E = AT DyerT
iy Sl Mg Ty il L o L e Ty v e e T o Y g 1 T T ST ootk LN P L
B 11 A A1 0018 i i i o il e et 5y o o o
0 0 0 kR BB A B o S i B 1 A oyl o
0,964
0,94
0,844
0,784 |IIJ|IIL
, L
0,724
0664
064
0,544
0484
T T T T T T T
0 16 R 4 B4 a 9% 12 128

Sekil 4.2. ISSR markérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
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UPGMA yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.3. ISSR markérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
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Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.4. ISSR markérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
PCO sonucu olusan grafik

4.2. SRAP Analizleri Bulgular:

Calismada, SRAP teknigi ile 11 adet forward (ileri) ve 16 adet reverse (geri)
primerleriyle toplam 65 farkli kombinasyon yapilarak popiilasyondaki bireylerin ana
ebeveyn(hassas)-baba ebeveyn(dayanikli) ile olan iliskileri arastirilmistir. Yapilan
kombinasyonlarin 9 tanesinden polimorfizm saglanirken, 43 tanesi monomorfik
bulunmustur.13 tanesinden ise amplifikasyon elde edilememistir. Degerlendirmeler
polimorfizm saglayan 9 adet SRAP kombinasyonu iizerinden yapilmistir.
Degerlendirilmeler sonucunda her primer i¢in toplam allel sayis1 (adet), polimorfik allel
sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm oran1 (%) ve PIC
(Polymorphism information content) Cizelge 4.2’de gosterilmistir.

Kullanilan 9 adet SRAP kombinasyonundan biiyiikliikleri 150-1000 bp arasinda
degisen toplamda 56 adet allel elde edilmistir. Bu allellerin 11 tanesinin polimorfik
oldugu bulunmustur. Primer basina diisen toplam allel sayisinin 4 ile 13 (ortalama 6,22)
arasinda degistigi, polimorfik allel sayisinin 1 ile 2 (ortalama 1,22) arasinda oldugu tespit
edilmistir. Toplam allel sayis1 bakimimdan me3-em6 kombinasyonu en fazla (13 adet),
me3-em11, me3-em12, mel2-em9, me9-em8 kombinasyonlarindan ise en az (4 adet)
sayida allel tirettigi bulunmustur. Primer kombinasyonlarinin polimorfizm orani %7-28

(ortalama 22) arasinda degisim gostermistir. me3-em6 kombinasyonu %7 ile en diisiik,
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me6-em5, mel0-em9 kombinasyonlar1 ise %28 ile en yiliksek polimorfizm oranina
sahiptir. Primer kombinasyonlarinin PIC degerleri ise 0,38 ile 0,86 (ortalama 0,64)
arasinda degisim gostermistir. me3-em8 kombinasyonu 0,38 ile en diisiik degere
sahipken, me3-em15 kombinasyonu 0,86 ile en yiiksek PIC degerine sahiptir. Calismada
kullanilan me3-em15 kombinasyonunun agaroz jel goriintiileri Sekil 4.5’te verilmistir.

Yapilan molekiiler karakterizasyon c¢alismalarinda, Ferriol vd. (2003),
Ispanya’nin yerel genotiplerinden olusan Cucurbita pepo’ya ait 69 genotipte 11 SRAP
primeri kombinasyonundan 88 bant elde etmis ve 64’linii polimorfik bulmustur. Solmaz
(2010)’1n karpuzda yaptig1 calismada 93 genotipte 31 primer kombinasyonu ¢aligilmis ve
472 bant elde edilmis ve bunun 461°i polimorfik bulunmustur. Inan (2008)’n 24 kavun
genotipinde 8 SRAP primer kombinasyonuyla yaptig1 ¢aligmada, 71 bant bulunmus ve
tamam1 polimorfiktir. Giilsen vd. (2007) bamyada 23 genotipte 39 SRAP primer
kombinasyonu kullanarak 97 bant elde etmis ve bunlarinda yarisimi polimorfik
bulmuslardir. Yaptigimiz ¢aligmada RIL popiilasyonuna ait 138 genotipte 65 farkli SRAP
primer kombinasyonu kullanilarak genetik iliskiler arastirilmistir. 9 adet SRAP primer
kombinasyonundan toplam 56 allel elde edilmis ve bunlarin 11 adeti polimorfik
bulunmustur.

Calismamizda, me3-em6 primer kombinasyonunda, 13 allel elde edilmis ve
sadece 1 tanesi (%7) polimorfiktir. Solmaz (2010)’1n karpuzda yaptig1 calismada ayni
primerden, 17 allel elde edilmis ve tamami1 polimorfik (%100) bulunmustur.

SRAP primer kombinasyonlarinin ortalama toplam allel sayis1 6,22, ortalama
polimorfik allel sayis1 1,22°dir. Solmaz (2010)’1n ¢alismasinda ortalama toplam allel
sayisi 15,2, ortalama polimorfik allel sayis1 14,9, Inan (2008)’1n ¢aligmasinda ise ikiside
8,88°dir. Inan (2008)’in kullandigi primerlerin PIC degeri ortalama 1,27 iken, bu
caligmada kullanilan primerlerin ortalama PIC degeri 0,64 tiir.

Cizelge 4.2. Kullanilan SRAP primer kombinasyonlarinin toplam allel sayis1 (adet),
polimorfik allel sayis1 (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orani (%) ve
PIC degerleri

Primer ad Allel sayis1 PO“”;Z;]:LII( allel Puozllllr:lc:l rgf:lk(il)lll)(;l Pg:::?gz)m PIC
me3-em6 13 1 850 7 0,6
me3-em8 9 1 300-1000 11 0,38
me3-em11 4 1 600 25 0,73
me3-em12 4 1 180 25 0,7
me3-em15 5 1 350 20 0,86
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Cizelge 4.2’nin devami

me6-em5 7 2 150-1000 28 0,81
mel0-em9 7 2 150-400 28 0,54
mel2-em9 4 1 500 0,39

me9-em8 4 1 800 25 0,83

Toplam 56 11 - - -
Ortalama 6,22 1,22 - 22 0,64

Sekil 4.5. me3-em15 SRAP primer kombinasyonu agaroz jel goriintiisii (9: TKU3 (ana
ebeveyn), &: PMR6 (baba ebeveyn), M: 100 bp DNA ladder)

SRAP analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmis ve elde edilen dendrogram Sekil 4.6°da
verilmistir. Dice (1945)’in benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlar1 0,41 ile 1
arasinda degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,71 olarak bulunmustur.
Dendrograma gére popiilasyon iki farkli gruba ayrilmustir. Birinci grupta TK U3 ve PMR6
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birlikte yer almistir. En yiiksek genetik benzerlik orani 0,95 ile ikinci grupta yer alan T39,
T49 ve T45 genotipleri arasinda goriiliirken yine ayni oranla T42/2, T46 ve TSI
genotipleri arasindada goriilmiistiir. TKU3 e en yakin genotip 0,83 genetik benzerlik
orani ile TF88’dir. PMRG, Kiil 6-6 ve Kiil 14-1 genotiplerinin 0,49 genetik benzerlik orani
ile popiilasyondaki diger bireylere olan uzakliklar1 belirlenmistir.

Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogramda PMR®, kiil14-1, kiil 6-6,
T11, T40, T41, T 44, T42/2, T46, T47, T45, T51, T39, T49 genotipleri ayn1 grupta yer
almislardir. TKU3(ana ebeveyn) ile H29, H30, H28, H33, H24, H22, H26, H25, H21,
H31, T33, H32 ve H34 genotipleri ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.7).

PCO sonucunda RIL popiilasyonu igerisinde PMR6’nin digerlerine en uzak
genotip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. SRAP markérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iligkiyi gosteren
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UPGMA yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.7. SRAP markori ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
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Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.8. SRAP markorii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
PCO sonucu olusan grafik

4.3. SSR Analizleri Bulgulari

Calismada, kiillemeye dayaniklilik amaciyla olusturulan RIL popiilasyonuna ait
138 genotip iizerinde 116 adet SSR primeri kullanilarak, popiilasyondaki bireylerin ana
ebeveyn(hassas)-baba ebeveyn(dayanikli) ile olan iligkileri arastirilmistir. Calismada
kullanilan 116 adet SSR primerinden 22 tanesinden polimorfizm saglanirken, 86 tanesi
monomorfik bulunmustur. 8 tanesinden ise amplifikasyon elde edilememistir.
Degerlendirmeler polimorfizm saglayan 22 adet SSR primeri iizerinden yapilmistir.
Degerlendirilmeler sonucunda her primer i¢in toplam allel sayist (adet), polimorfik allel
sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm oran1 (%) ve PIC
(Polymorphism information content) Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

SSR analizlerinde kullanilan 22 adet SSR primerinden biiyiikliikleri 120-350 bp
arasinda degisen toplamda 44 adet allel elde edilmis ve bu allelerin tamami polimorfik
bulunmustur. Primer basina diisen toplam allel sayis1 ve polimorfik allel sayis1 aynidir.
Her bir primerden 2 tane allel elde edilmistir. Primerlerin polimorfizm orani %2100 olarak
bulunmustur. Primerlerin PIC degerleri ise 0,58 ile 0,75 arasinda degisim gostermistir.
SSR12202 primeri 0,58 ile en diisiik degere sahipken, CM07, CM15, CMACC146,
CMGA104, CMCT170b, SSR12314 primerleri 0,75 ile en yiiksek PIC degerine sahip ve

44



BULGULAR VE TARTISMA P. AKKELLE

yiiksek bilgilendirici 6zelliktedir. Calismada kullanilan CMCTT144-8 primerinin agaroz
jel gortintiileri Sekil 4.9°da verilmistir.

Yapilan genetik ¢esitlilik ¢alismalarinda, Tzitzikas vd. (2009) Yunan ve Kibris
kavunlar1 arasinda 17 SSR primerinden toplam 81 polimorfik allel elde etmis ve primer
basina ortalama allel sayisini 2,47 olarak bulmustur. Dhillon vd. (2007)’nin Hindistan’da
yilan kavunlart (C. melo var. momordica) arasinda SSR primerleri ile yaptigi bir
calismada toplam 232 polimofik allel elde edilmis ve primer basina ortalama allel sayis1
10,3 olarak bildirilmistir. Danin-Poleg vd. (2001)’nin 13 adet kavun ve 11 adet hiyarda
40 SSR primeri ile yaptig1 calismasinda, kavundan 118 allel, hiyardan ise 53 allel
iretilmis ve kavunda primer basina 6 allel, hiyarda ise 5 allel diismiistiir. Monforte vd.
(2003)’nin ¢alismasinda 27 genotipte 18 SSR primerinden 114 polimorfik allel iiretilmis
ve primer basina diisen allel sayis1 6,3’tlir. Kagar vd. (2012) 96 kavun genotipinde 20
SSR primerinde 123 polimorfik allel iirettigini ve primer basina ortalama allel sayisinin
6,15 oldugunu bildirmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise melezleme yoluyla elde edilen RIL
popiilasyonuna ait 138 adet genotipin ana ebeveyn-baba ebeveyn ile olan genetik
iliskisini belirleyebilmek igin SSR primeri kullanilmigtir. Polimorfik oldugu tespit edilen
22 SSR primerinden, 44 polimorfik allel elde edilmis ve primer basina diisen ortalama
allel sayis1 2 olarak bulunmustur. Primer basina diisen allel sayisinin az olmasinin sebebi,
kullanilan popiilasyonun seleksiyon yolu ile degil de melezleme yoluyla elde edilmis
olmasi olabilir.

Kacar vd. (2012)’nin yaptig1 genetik c¢esitlilik calismasinda kullanilan SSR
primerlerinin polimorfizm oran1 %97, Katzir et al. (1996)’nin ¢aligmasinda %71, Danin-
Poleg vd. (2001)’nin %86, Lopez-Sese vd. (2002)’nin %76, Solmaz (2010)’1n ise %100
olarak bulunmustur. Polimorfizm oraninin diger caligmalara gore yiiksek olmasinin
sebebi kullanilan genotip sayisinin fazla olmasi olabilir (Monforte vd. 2003).

Calismamizda kullanilan primerlerden CMACC146’dan 2 allel, Solmaz (2010)’1n
karpuzda yaptigi calismada ise 3 allel elde edilmistir. Ayn1 primerle farkli tiirlerde yapilan
caligmalarda, Staub vd. (2000) 2 allel, Lopez-Sesé vd. (2002) 2 allel, Nakata vd. (2005)
3 allel, Garcia-Mas vd. (2004) 11 allel elde etmistir. Literatiirdeki c¢aligmalara
bakildiginda, bu ¢aligmada elde edilen allel sayisinin normal oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Kullanilan SSR primerlerinin toplam allel sayis1 (adet), polimorfik allel
sayisi (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orani (%) ve PIC degerleri

Primer adi Allel sayst Polimorfik allel Pollmorflk allel Polimorfizm PIC
sayisl uzunlugu (bp) orani (%)

CMO07 2 2 200-190 100 0,75

CM15 2 2 240-220 100 0,75

45




BULGULAR VE TARTISMA P. AKKELLE

Cizelge 4.3’lin devami

CMCTT144-8 2 2 220-190 100 0,6
SSR430 2 2 350-300 100 0,69
SSR12202 2 2 250-220 100 0,58
CM22 2 2 300-280 100 0,74
CMCT134b 2 2 180-150 100 0,7
CMTAl34a 2 2 180-160 100 0,71
CMCTT144 2 2 220-180 100 0,74
CMGANBS0 2 2 170-150 100 0,62
DMO0191 2 2 180-160 100 0,72
MU7191 2 2 160-140 100 0,68
CM28 2 2 160-150 100 0,72
CMACC146 2 2 160-140 100 0,75
CMGA104 2 2 160-140 100 0,75
CMCT170b 2 2 180-170 100 0,75
CMGA172-11 2 2 130-120 100 0,74
CMMS30-3 2 2 300-280 100 0,74
CMTAL70-a 2 2 150-130 100 0,74
MU12 2 2 250-230 100 0,64
SSR12314 2 2 170-150 100 0,75
CM53 2 2 150-130 100 0,71
Toplam 44 44 - - -
Ortalama 2 2 - 100 0,71
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Sekil 4.9. CMCTT144-8 SSR primerinin agaroz jel goriintiisii (2: TKU3 (ana ebeveyn),
J': PMRG6 (baba ebeveyn), M: 100 bp DNA ladder)

SSR analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmis ve elde edilen dendrogram Sekil 4.10°da
verilmistir. Dice (1945)’in benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlari 0,46 ile 1
arasinda degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,77 olarak bulunmustur.
Dendrograma gore popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta TKU3 yer
alirken, ikinci grupta ise PMR6 yer almistir. Birinci grupta en yiiksek genetik benzerlik
oranina 0,98 ile H1, H2, H3 ve H4, HS5, H6 genotipleri sahiptir. H21, H22 ve H24
genotipleri 0,76 genetik benzerlik oraniyla TKU3 e en yakin genotiplerdir. Ikinci grupta
en yliksek genetik benzerlik oranina yine 0,98 ile, T56, T57, T59 ile T61/1, T62 ile T13,
T16ile T78, T79 ile T8O, T84 ile T81, T82 ile T74, T76, T77 genatipleri sahiptir. PMR6
ile Kiil 14-1’in 0,71 genetik benzerlik oranmi ile ikinci gruptaki diger bireylere olan
uzakliklar tespit edilmistir.

Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogramda PMR6, kiil14-1, T18,
T23, T24, T25 genotipleri ayn1 grupta yer almislardir. TKU3 ile H28, H29, H30, H33,
H24, H22, H26, H25, H21, H31, H32 ve H34 genotipleri ayn1 grupta yer almistir (Sekil
4.11).

PCO sonucunda PMR6’nin ve TKU3’iin RIL populasyonundaki en uzak iki
genotip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.10. SSR markorti ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iligkiyi gdsteren
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UPGMA yontemiyle elde edilen dendrogram
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Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.12. SSR markoérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
PCO sonucu olusan grafik

4.4. TRAP Analizleri Bulgular:

Calismada, TRAP teknigi ile 8 adet forward (ileri) ve 6 adet reverse (geri)
primerleriyle toplam 26 farkli kombinasyon yapilarak popiilasyondaki bireylerin ana-
baba ebeveyn ile olan iliskileri aragtirilmigtir. Yapilan kombinasyonlarin 5 tanesinden
polimorfizm saglanirken, 21 tanesi monomorfik bulunmustur. Degerlendirmeler
polimorfizm saglayan 5 adet TRAP kombinasyonu iizerinden yapilmustir.
Degerlendirilmeler sonucunda her primer i¢in toplam allel sayist (adet), polimorfik allel
sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orani (%) ve PIC degerleri
Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Kullanilan 5 adet TRAP kombinasyonundan biiytikliikleri 100-1100 bp arasinda
degisen toplamda 33 adet allel elde edilmistir. Bu allellerin 5 tanesi polimorfiktir. Primer
basina diigen toplam allel sayisinin 4 ile 9 (ortalama 6,6) arasinda degistigi, polimorfik
allel sayisiin ise 1 oldugu tespit edilmistir. Toplam allel sayis1 bakimindan em3-nrtad
kombinasyonu en fazla (9 adet), em9-nrta4 kombinasyonu ise en az (4 adet) sayida allele
sahiptir. Primer kombinasyonlarinin polimorfizm oram1 %11-20 (ortalama 15) arasinda
degisim gostermistir. em3-nrta4 kombinasyonu %11 ile en diisik, em9-nrtad
kombinasyonu ise %20 ile en yiiksek polimorfizm oranina sahiptir. Primer
kombinasyonlarinin PIC degerleri ise 0,54 ile 0,95 (ortalama 0,76) arasinda degisim
gostermistir. em3-nrta4 kombinasyonu 0,54 ile en diisiik degere sahipken, em2-nbs3
kombinasyonu 0,95 ile en yiiksek PIC degerine sahiptir. Calismada kullanilan em3-nrta4
kombinasyonunun agaroz jel goriintiileri Sekil 4.13’te verilmistir.
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TRAP markérleri, kavunda kiillemeye dayaniklilik genlerinin haritalanmasinda,
Pl 414723 x Vendrantis melezlemesinden elde ettikleri 87 bireyden olusan F»
populasyonunu kullanmistir. TRAP markdorlerinden iyi oranda polimorfizm elde
edilmistir (Fazza vd. 2013). Bu ¢alismada TRAP markori ile genetik iliskilerin
aragtiriimasinda, PMR6 x TKU3 melezlemesinden elde edilen 138 bireyden olusan Fe
populasyonu kullanilmistir. Ancak burada TRAP markoriiniin polimorfizm orani, diger
markor sistemlerine gore daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 4.4. Kullanilan TRAP primer kombinasyonlarinin toplam allel sayis1 (adet),
polimorfik allel sayis1 (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orani (%) ve
PIC degerleri

Primer ad1 Allel sayisi Polimorfik allel | Polimorfik allel Polimorfizm PIC
sayisl uzunlugu (bp) oram (%)
em2-nbs3 6 1 800 17 0,95
em3-nrta4 9 1 700 11 0,54
em9-nrtad 4 1 550 25 0,73
ga5800-nbs2 7 1 100 14 0,90
em6-nbs5 7 1 1100 14 0,7
Toplam 33 5 - - R
Ortalama 6,6 1 - 15 0,76
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Sekil 4.13. em3-nrta4 TRAP primer kombinasyonu agaroz jel goriintiisii (9: TKU3 (ana
ebeveyn), J: PMR6 (baba ebeveyn), M: 100 bp DNA ladder)

TRAP analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmig ve elde edilen dendrogram Sekil 4.14’te
verilmistir. Dice (1945)’1n benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlar1 O ile 1 arasinda
degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,79 olarak bulunmustur. Dendrograma gore
popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta PMRG6 yer alirken, ikinci grupta ise
TKU3 yer almustir Birinci grupta en yiiksek genetik benzerlik 0,86 ile PMR6 ile Kiil 6-6
ve T92 ile T33, T41, T75, T76, T77 genotipleri arasinda goriilmiistiir. Bu durumda
PMR6’ya en yakin genotipin Kiil 6-6 oldugunu géstermistir. Ikinci grupta ise TKU3, T12,
T2, T4, T52, T33 ve H32’nin 0,18 genetik benzerlik orani ile popiilasyondaki diger
genotiplere olan uzakliklari tespit edilmistir. Popiilasyondaki en uzak genotiplerin H4,
HS5, H7 ve H9 oldugu bulunmustur.

Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogramda iki farkli gruba
ayrilmigtir. Bir grupta PMRG6, kiil14-1, T13, T21, T65, Kiil 12-4, T87, T88, T88/1, T89,
T22,T23,T36, T78, T79, T83, T84 ve T86 genotipleri aym grupta yer almislardir. TKU3
ile T12, T52, H32, T2, T4, T33 genotipleri ise diger grupta yer almistir (Sekil 4.15)

PCO sonucunda RIL popiilasyonu icerisinde TKU3’iin digerlerine en uzak
genotip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.14. TRAP markorii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iligkiyi gosteren

UPGMA yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.15. TRAP markorii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogram



BULGULAR VE TARTISMA P. AKKELLE

0,64

0,48 .
0,32 - .

o 1244
40,16+ s (baba)

5

[

B0 w . . =

g W ERo e og EEEES
2-0,186 HED

-0,32+
-0,48+

-0,64+

T T T T T T mzzma'}_l_
08 -064-042-032-016 0 015 0,32 048 054
Coordinate 1

Sekil 4.16. TRAP markorii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
PCO sonucu olusan grafik

4.5. SCAR Analizleri Bulgular:

Calismada, 5 adet SCAR primeri kullanilarak, popiilasyondaki bireylerin ana
ebeveyn(hassas)-baba ebeveyn(dayanikli) ile olan iliskileri arastirilmigtir. Kullanilan 5
adet SCAR primerinden 1 tanesinden polimorfizm saglanirken, 3 tanesi monomorfik
bulunmustur. 1 tanesinden ise amplifikasyon elde edilememistir. Degerlendirmeler
polimorfizm saglayan 1 adet SCAR primeri iizerinden yapilmistir. Degerlendirilmeler
sonucunda her primer icin toplam allel sayist (adet), polimorfik allel sayisi (adet),
polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm orami (%) ve PIC (Polymorphism
information content) Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Kullanilan 1 adet SCAR primerinden biiyiikliikleri 590-600 bp arasinda degisen
toplamda 2 adet allel elde edilmis ve bu alleler polimorfik bulunmustur. Primerin toplam
allel sayis1 ve polimorfik allel sayis1 aynidir. Primerin polimorfizm oram1 %100, PIC
degeri ise 0,66 olarak tespit edilmistir. Kullanilan SV01574 primerinin agaroz jel
goriintlileri Sekil 4.16°da verilmistir.

SCAR markorleri daha ¢ok haritalama galismalarinda kullanilmaktadir. Yildiz
(2010), havuglarda mor ve sar1 renkleri veren genlerin haritalama caligmasinda,
melezleme sonucu olusan 72 genotip (F2) iizerinde toplam 312 markdr kullanmistir. Bu
calismada ise kiillemeye dayaniklilik amaciyla olusturulan RIL popiilasyonuna ait 138
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genotip (Fe) tizerinde genetik ikiskilerini belirlemek amaciyla 1 SCAR markori
kullanilmaistir.

Cizelge 4.5. Kullanilan SCAR primerlerinin toplam allel sayist (adet), polimorfik allel
sayist (adet), polimorfik allel uzunlugu (bp), polimorfizm oran1 (%) ve PIC degeri

Primer adi Allel sayisi Polimorfik allel | Polimorfik allel Polimorfizm PIC
sayisi uzunlugu (bp) orani (%)
SV01574 2 2 590-600 100 0,66

o+ =

Sekil 4.17. SV01574 SCAR primerinin agaroz jel gériintiisii (?: TKU3 (ana ebeveyn),
J': PMRG6 (baba ebeveyn), M: 100 bp DNA ladder)

SCAR analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmis ve elde edilen dendrogram Sekil 4.17°de
verilmistir. Dice (1945)’ 1 benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlar1 O ile 1 arasinda
degisim gdstermis, matrix korelasyonu (r) 1 olarak bulunmustur.
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Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogramda PMRG6 ile TKU3 farkli
gruplarda yer almiglardir (Sekil 4.17).

PCO sonucunda RIL popiilasyonu i¢erisinde T66’nin digerlerine en uzak genotip
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. SCAR markoérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
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UPGMA yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.19. SCAR markoérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
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Neighbor-Joining yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.20. SCAR markérii ile ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren
PCO sonucu olusan grafik

4.6. Tiim Markorlerin Birlikte Degerlendirilmesi

Calismada, RIL poulasyonunda 138 genotip lizerinde 5 farkli markor teknigi ile
toplamda 304 primer kullanilmistir. Bu primerlerin 49 adetinin polimorfik, 206 adetinin
monomorfik oldugu bulunmustur. 49 adetinden ise amplifikasyon elde edilememistir.
Polimorfik primerlerden toplamda 76 adet polimorfik bant elde edilmistir.
Degerlendirmeler  polimorfizm  saglayan  primerler lizerinden  yapilmistir.
Degerlendirilmeler sonucunda her markor teknigi i¢in ortalama toplam allel sayis1 (adet),
ortalama polimorfik allel sayisi (adet), ortalama polimorfizm oranlar1 (%) ve ortalama
PIC degerleri Cizelge 4.6’da gdsterilmistir.

ISSR tekniginde kullanilan tiim primerlerin ortalama allel sayis1 6,67, SRAP
tekniginde 6,22, SSR tekniginde 2, TRAP tekniginde 6,6 ve SCAR tekniginde ise 2’dir.
Markdrlerin ortalama polimorfik allel sayilart ise ISSR’1n 1,17, SRAP’1n 1,22, SSR’1n 2,
TRAP’mn 1 ve SCAR’1n 2°dir. Ortalama polimorfizm oranlari, ISSR’1n %18, SRAP’1n
%22, SSR’1n %100, TRAP’1n %15 ve SCAR’1n %100 olarak bulunmustur. Ortalama PIC
degerleri ise ISSR’1n 0,57, SRAP’1n 0,64, SSR’1n 0,71, TRAP’1n 0,76 ve SCAR’1n
0,66°dir.

Primer basina diisen allel sayisina bakildiginda ISSR teknigi ile en yiiksek degere
(6,67) sahiptir. SSR ve SCAR teknikleri polimorfik allel sayis1 ve polimorfizm orani
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bakimindan en yiiksek rakamlara sahiptir. PIC degerinde ise 0,76 ile TRAP teknigi en
yiiksek degere sahiptir.

Yildiz vd. (2011)’nin Tiirkiye nin gesitli bolgelerinden toplanan 63 adet kavun
genotipi ile, yabanci 19 adet kavun genotipi arasindaki genetik iliskileri arastirmak iizere
yaptig1 ¢alismada 69 adet ISSR, 18 adet SRAP, 75 adet RAPD primeri kullanilmistir. Ve
toplam 162 polimorfik bant elde edilmistir. Bu ¢alismada ise RIL popiilasyonuna ait 138
genotipin ana ebeveyn-baba ebeveyn ile olan genetik iliskisini arastirmak i¢in 65 SRAP,
26 TRAP, 116 SSR, 92 ISSR ve 5 adet SCAR primeri kullanilmistir. Kullanilan
primerlerden toplam 76 adet polimorfik bant elde edilmistir. Bu ¢alismada polimorfik
bant sayisinin diger caligmalara gore diigiik olmasinin sebebi, popiilasyonun melezleme
yoluyla olusturulmus ve Fg Seviyesine kadar getirilmis olmasi olabilir.

Cizelge 4.6. Kullanilan tiim markorlerin ortalama allel sayisi (adet), ortalama polimorfik
allel say1si (adet), ortalama polimorfizm orani (%) ve ortalama PIC degerleri

Markor adi Allel sayisi Polimorfik allel Polimorfizm PIC
sayisi orani (%)
ISSR 6,67 1,17 18 0,57
SRAP 6,22 1,22 22 0,64
SSR 2 2 100 0,71
TRAP 6,6 1 15 0,76
SCAR 2 2 100 0,66
Toplam 23,49 7,39 - 3,34

Tiim markor analizleri sonucunda benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA
yontemiyle kiimeleme analizleri yapilmis ve elde edilen dendrogram Sekil 4.19°da
verilmistir. Dice (1945)’in benzerlik katsayisina gore benzerlik oranlari O ile 0,99
arasinda degisim gostermis, matrix Kkorelasyonu (r) 0,82 olarak bulunmustur.
Dendrograma gore popiilasyon iki farkli gruba ayrilmustir. Birinci grupta TKU3 yer
alirken, ikinci grupta ise PMRG6 yer almigtir. Birinci grupta birbirine en yakin genotipler
0,98 genetik benzerlik oram H3lile H32, H7 ile H8 ve H4, HS5 ile H6 dur. Ikinci grupta
ise yine ayn1 genetik benzerlik oraniyla T56 ile T57 genotipleridir. Ikinci grupta en uzak
genotip, 0,57 genetik benzerlik orani ile TF 88’dir. PMR6’ya en yakin genotip 0,95
genetik benzerlik orani ile Kiil 14-1"dir.

Neighbor-Joining y&ntemiyle elde edilen dendrogramda TKU3 ile H26, H30,
H31, H33, H29, H25, H26, H34, H22, H24, H21 ve T33 ayn1 grupta yer almistir. PMR6
ile Kiil 1-7, Kiil 14-1 ve Kiil 6-6 genotipleri ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.19).
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PCO sonucunda PMR6’nin ve TKU3’iin RIL popiilasyonundaki en ug iki genotip
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21. Ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren UPGMA
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Sekil 4.22. Ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iligskiyi gosteren Neighbor-Joining

yontemiyle elde edilen dendrogram
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Sekil 4.23. Ana-baba ebeveyn ve bireyler arasindaki iliskiyi gosteren PCO sonucu olusan
grafik
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5. SONUC

Kiillemeye dayaniklilik amaciyla olusturulan RIL popiilasyona ait 138 genotip
tizerinde, ana-baba ebeveyn ile bireyler arasindaki genetik iliskiyi arastirmak amaciyla
92 ISSR, 65 SRAP, 116 SSR, 26 TRAP ve 5 SCAR markori kullanilmistir.

92 ISSR primerinden 12 tanesi polimorfik, 53 tanesi monomorfik bulunmus ve 27
tanesinden ise amplifikasyon elde edilememistir. 12 tane polimorfik primerden toplam 80
allel elde edilmis ve bunun 14 tanesi polimorifk bulunmustur. ISSR tekniginde primer
basina diisen toplam ortalama allel sayis1 6,67, ortalama polimorfik allel sayisi ise
1,17°dir. Primerlerin ortalama polimorfizm oran1 %18 bulunurken, PIC degeri ise 0,57
bulunmustur.

SRAP tekniginde toplam toplam 65 farkli kombinasyonla calisilmis, 9 tanesi
polimorfik, 43 tanesi monomorfik bulunmus ve 13 tanesinden amplifikasyon elde
edilememistir. Polimorfik bulunan 9 SRAP kombinasyonundan toplam 56 allel elde
edilmis ve bunun 11 tanesi polimorfik bulunmustur. Primer basina diisen ortalama allel
sayist 6,22, ortalama polimorfik allel sayis1 ise 1,22’dir. Primerlerin polimorfizm orani
%22, PIC degeri 0,64 bulunmustur.

116 SSR primerinden 22 tanesi polimorfik, 86 tanesi monomorfik bulunurken, 8
tanesinden amplifikasyon saglanamamistir. 22 polimorfik SSR primerinden, toplam 44
allel elde edildigi ve bu allerin tamaminin polimorfik oldugu tespit edilmistir. SSR
tekniginde, primer basina diisen ortalama allel sayis1 ve ortalama polimorfik allel sayisi
2 olarak bulunmugtur. SSR markériiniin polimorfizm oran1 %100 ve PIC degeri 0,71 dir.

TRAP tekniginde kullanilan 26 primer kombinasyonundan 5 tanesi polimorfik,
geri kalan 21 tanesi monomorfik bulunmustur. Polimorfik bulunan primer
kombinasyonlarindan toplam 33 allel elde edilmis ve bunun 5 tanesi polimorfiktir. Primer
basina diisen ortalama allel sayis1 6,6, ortalama polimorfik allel sayis1 ise 1’dir.
Polimorfizm oran1 %15 bulunurken, PIC degeri 0,76 olarak bulunmustur.

SCAR tekniginde toplam 5 primer kullanilmis, 1 tanesi polimorfik, 3 tanesi
monomorfik bulunmus ve 1 tanesinden amplifikasyon saglanamamistir. Polimorfik
bulunan 1 tane primerden, 2 tane allel elde edilmis ve ikiside polimorfik bulunmustur.
Polimorfizm oran1 %100, PIC degeri ise 0,66’dr.

Markdr sistemlerinde, primer basina diigen ortalama allel sayisina bakildiginda
ISSR en yiiksek degere (6,67) sahiptir. Ortalama Polimorfik allel sayisi (2) ve
polimorfizm orani (%100) bakimindan ise SSR ve SCAR markdérleri en yiiksek degere
sahiptir. PIC degerinde ise, TRAP markériiniin 0,76 ile en yiiksek degere sahip oldugu
tespit edilmistir.
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ISSR analizlerinde benzerlik oranlar1 0,48 ile 1 arasinda degisim gostermis, matrix
korelasyonu (r) 0,78 olarak bulunmustur. SRAP analizlerinde, benzerlik oranlari 0,41 ile
1 arasinda degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,71 olarak bulunmustur. SSR
analizlerinde, benzerlik oranlar1 0,46 ile 1 arasinda degisim gOstermis, matrix
korelasyonu (r) 0,77 olarak bulunmustur. TRAP analizlerinde, benzerlik oranlar1 0 ile 1
arasinda degisim gostermis, matrix korelasyonu (r) 0,79 olarak bulunmustur. SCAR
analizlerinde ise, benzerlik oranlar1 O ile 1 arasinda degisim gostermis ve matrix
korelasyonu (r) 1 olarak bulunmustur. SSR markér sisteminde olusturulmus
dendrogramda, popiilasyon iki farkl1 gruba ayrilmistir. Birinci grupta TKU3, ikinci grupta
ise PMR6 yer almistir. TRAP ve SRAP markérlerinde de dendrogram iki farkli gruba
ayrilmistir. Ancak SSR markorii bireyleri daha net bir sekilde ayirmigtir. ISSR ve SCAR
markérleri ise TKU3 ve PMR6’y1 birbirinden ayiramamistir.

Tiim markérler birlikte degerlendirildiginde, benzerlik oranlari O ile 0,99 arasinda
degisim gdstermis, matrix korelasyonu (r) 0,82 olarak bulunmustur. Dendrograma gore
popiilasyon iki farkli gruba ayrilmistir. Birinci grupta hassas genotipler yer almus,
birbirine en yakin genotipler 0,98 genetik benzerlik oran1 H31 ile H32, H7, H8 ile H4,
H5 ile H6 bulunmustur. Ikinci grupta ise dayanikli genotipler yer almis, 0,98 genetik
benzerlik orantyla T56 ile T57 genotipleri birbirine en yakin bulunmustur. PMR6’ya en
yakin genotipin 0,95 genetik benzerlik orani ile Kiil 14-1 oldugu tespit edilmistir. Ikinci
grupta en uzak genotip, 0,57 genetik benzerlik orani ile TF 88’dir.

Neighbor-Joining yéntemiyle elde edilen dendrogramda, kiillemeye hassas TKU3
ile H26, H30, H31, H32, H33, H29, H25, H26, H34, H22, H24, H21 ve T33 genotipleri
ayn1 grupta yer almistir. Kiillemeye dayanikli PMR6 genotipi ile Kiil 1-7, Kiil 14-1 ve
Kiil 6-6 genotipleri ayn1 grupta yer almistir. PCO sonucunda PMR6 nin ve TKU3’iin RIL
popiilasyonundaki en ug iki genotip oldugu tespit edilmistir. Yapilan analizlerin birbirini
destekledigi goriilmektedir.

Arastirma sonuglarinda, SSR haricindeki markor sistemlerini tek basina
degerlendirmenin kiillemeye hassas ve dayanikli bireylerin tespit edilmesinde yeterli
olmadig1 goriilmiistiir. Kullanilan tiim markor sistemlerini birlikte degerlendirmek daha
net sonuclara ulasmamizi saglamistir. Kodominant ve dominant markorleri birlikte
kullanmanin genomu daha ayritili taramak acgisindan o6nemli oldugu sonucuna
ulagilmstir. Bu nedenle ileride yapilacak olan islah ¢alismalarinda, kodominant ve
dominant markor sistemlerinin birlikte kullanilmasi Onerilmektedir. Bu calismanin,
gelecekte iilkemizde yapilacak olan kiilleme hastaligina dayanikli yerli gesit gelistirme
caligmalarina hiz kazandiracagi diistiniilmektedir.
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